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1 Einleitung  
1.1 Die Multiple Sklerose 
Die Multiple Sklerose (Encephalomyelitis disseminata, MS) ist eine autoimmune chro-
nisch-entzündliche, demyelinisierende Erkrankung des Zentralnervensystems (ZNS). 
In Europa und Nordamerika ist die MS mit einer jährlichen Inzidenz von 2-10 pro 
100.000 Personen die häufigste neurologische Erkrankung im jungen Erwachsenenal-
ter (Nicholas and Rashid 2013). Die grundlegenden klinischen Charakteristika sind 
Schübe und Progression. Abhängig von ihrem zeitlichen Muster werden drei klinische 
Verlaufsformen unterschieden – die schub-
förmig-remittierende (RRMS), die sekundär 
progrediente (SPMS) und die primär pro-
grediente Form (PPMS) (Abbildung 1). Ini-
tial wird mit 85% am häufigsten die RRMS 
diagnostiziert. Sie ist durch plötzliche neu-
rologische Dysfunktionen, sogenannte 
Schübe, gefolgt von partieller oder voll-
ständiger Remission gekennzeichnet. Zwi-
schen den aufeinanderfolgenden Schüben 
findet sich eine sogenannte Plateauphase, 
in der sich der klinische Zustand nicht ver-
schlechtert. In den meisten Fällen entwi-
ckeln Betroffene im Verlauf eine SPMS, 
was eine progrediente Verschlechterung 
neurologischer Funktionen ohne Schübe 
zur Folge hat. Mit 15% deutlich seltener ist 
die PPMS. Hierbei leiden Erkrankte vom 
Zeitpunkt der Diagnosestellung unter einer 
fortschreitenden klinischen Verschlechte-
rung (Keegan and Noseworthy 2002). Die Symptome sind, abhängig von der Lokalisa-
tion der Läsionen im ZNS, sehr variabel und können von Sehstörungen, Parästhesien 
bis Paresen nahezu alle neurologischen Systeme betreffen.  
Jahrelange Forschung konnte bereits Zusammenhänge zwischen histopathologischen 
Veränderungen und dem klinischen Verlauf herstellen. Das entscheidende histopatho-
logische Merkmal der Erkrankung sind fokale Schädigungen der weißen Substanz, 
sogenannte „sklerotische Plaques oder Läsionen“. Diese sind in erster Linie durch 
Abbildung 1: Schematische Darstellung der 
verschiedenen Verlaufsformen von multipler 
Sklerose 
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Demyelinisierung, geschädigte Axone und rekrutierte Immunzellen gekennzeichnet 
(Compston and Coles 2002). Dieser fokal entzündliche Prozess beeinflusst die neuro-
nale Integrität und führt letztlich zu axonaler Dysfunktion (Ferguson, Matyszak et al. 
1997). Obwohl periphere Immunzellen innerhalb dieser Läsionen zu finden sind, bleibt 
die Frage nach dem Auslöser der Immunzellinvasion ins ZNS und dem primären Ziel 
dieser autoimmunen Reaktion offen. Allgemein anerkanntes klinisches Korrelat für die-
se fokalen akut-entzündlichen Prozesse demyelinisierter Läsionen ist der Schub 
(Lucchinetti, Bruck et al. 2000, Filippi, Rocca et al. 2012, Popescu and Lucchinetti 
2012). Je nach Kompensation axonaler Schädigung durch neuronale Plastizität und 
Remyelinisierung demyelinisierter Axone kann in der darauffolgenden Remissionspha-
se eine partielle oder vollständige Regeneration klinischer Symptome eintreten (Irvine 
and Blakemore 2008, Mei, Lehmann-Horn et al. 2016). Interessanter Weise reduzieren 
aktuell bestehende Therapiemöglichkeiten zwar die Schubhäufigkeit und Schubintensi-
tät, verhindern jedoch nicht die Progression der Erkrankung. So sind die beiden am 
häufigsten verordneten Medikamente, β –Interferon und Glatirameracetat, bei progre-
dienten Verlaufsformen wie SPMS und PPMS wirkungslos (Panitch, Miller et al. 2004). 
Eine Klassifikation der MS als rein autoimmune entzündliche Erkrankung ist daher 
zweifelsohne unzureichend, da es den bedeutsamen neurodegenerativen Krankheits-
aspekt unberücksichtigt lässt. Neben den zuvor genannten fokal entzündlichen Läsio-
nen wurden weitere pathogenetische Prozesse entschlüsselt, die in Zusammenhang 
mit der Progredienz und klinischen Beeinträchtigung stehen. Hierzu gehören Schädi-
gungen der sogenannten normal erscheinenden weißen Substanz (NAWM). NAWM 
bedeutet, dass weder übliche immunhistochemische Myelinfärbungen noch konventio-
nelle bildgebende Verfahren, wie der Magnetresonanztomografie (MRT), Anomalien 
feststellen können, obwohl histopathologisch eindeutig Veränderungen nachzuweisen 
sind. Zu diesen gehören beispielsweise diffuse Gliose, Blut-Hirnschranken (BHS)-
Dysfunktionen, Mikrogliaaktivierung und erhöhte Lysosomenanzahlen vor allem in Ast-
rozyten (Evangelou, Esiri et al. 2000, Kutzelnigg, Lucchinetti et al. 2005). Im Gegen-
satz zur fokalen Läsion sind NAWM-Pathologien diffus und korrelieren bemerkenswer-
ter Weise stärker mit kognitiver Beeinträchtigung und körperlicher Behinderung (Miller, 
Thompson et al. 2003). Neben Veränderungen der NAWM sind diffuse Schädigungen 
der grauen Substanz eine weitere Schlüsselkomponente dieses Krankheitsprozesses. 
Die Pathologien der grauen Substanz können sowohl Kortex als auch subkortikale Re-
gionen und alle Bestandteile eines Neurons betreffen. Insbesondere Schädigungen der 
grauen Substanz gelten als relevant für die Entstehung von irreversiblen Schäden und 
Progredienz der Erkrankung (Mallucci, Peruzzotti-Jametti et al. 2015) und werden mit 
motorischen und kognitiven Beeinträchtigungen MS-Erkrankter in Verbindung gebracht 
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(Goldberg, Clarner et al. 2015). Da es sich bei Pathologien der NAWM und grauen 
Substanz um diffuse Prozesse handelt, können viele Neurone geschädigt werden, was 
globale Neurodegeneration bedingt und zu irreversibler körperlicher Behinderung führt. 
Vereinfacht lässt sich also zusammenfassen, dass akut fokal entzündliche Läsionen 
das Korrelat für Schübe darstellen, während diffuse Schädigung der weißen und grau-
en Substanz progrediente klinische Verschlechterung bedingen. 
Um die exakte Interaktion von Inflammation und Neurodegeneration, sowie das kom-
plexe Ursache-Wirkungskonzept der nachgewiesen beteiligten Zellpopulationen und 
Faktoren vollumfassend zu verstehen, stehen der MS-Forschung unterschiedliche 
Möglichkeiten zur Verfügung. 
Die MRT mit Kontrastmittelgabe ist insbesondere bei der Diagnosestellung von zentra-
ler Bedeutung und kann Schädigungen der Blut-Hirn-Schranke (BHS) im Zuge einer 
aktiven Entzündung darstellen. Eine Differenzierung zwischen akut aktiven, inaktiven 
und chronischen Läsionen sowie die Unterscheidung zwischen Demyelinisierung und 
koexistenten Prozessen, wie Inflammation oder axonalem Schaden, ist jedoch nicht 
sicher möglich (Lassmann, Bruck et al. 2007, Pittock and Lucchinetti 2007). Obwohl 
bereits Forschungsarbeiten zur Erweiterung der klinischen Diagnosemöglichkeiten mit-
tels PET-CT (Brugarolas, Reich et al. 2018) existieren, sind Läsionen aktuell mittels 
rein radiologischer Verfahren nicht hinreichend zu untersuchen (Trapp and Nave 
2008). Auch wenn histologische Analysen von humanem Material die einzige Möglich-
keit darstellt die MS-Pathologie ganzheitlich zu untersuchen, können aufgrund des 
Mangels an Autopsiematerial Forschungsarbeiten nicht ausschließlich an Hirngewebe 
MS-Erkrankter erfolgen. Deshalb haben sich im Laufe der Zeit einige Tiermodelle zur 
Erforschung der verschiedenen klinischen und pathologischen Aspekte der Erkrankung 
etabliert. Hierzu gehören virusinduzierte Modelle, wie das Theiler-Murin Enzephalomy-
elitis-Virus (TMEV), das experimentelle autoimmune Enzephalomyelitis (EAE)-Modell 
und Toxin-basierte Modelle, wie das Lysolecithin (LPC)-Modell und das Cuprizone-
Modell. Obwohl Tiermodelle lediglich Teilaspekte der Erkrankung abbilden und gewon-
nene Erkenntnisse nur eingeschränkt auf MS-Pathologien übertragbar sind, bleiben 
Tiermodelle in der heutigen MS-Forschung bedeutsam. 
1.2 Das Cuprizone-Modell 
Im Rahmen dieser Studie wurde das Cuprizone-Modell verwendet, welches zusammen 
mit dem LPC- und Ethidiumbromid-Modell den „toxisch-demyelinisierenden Modellen“ 
zugeordnet wird. Was ist Cuprizone und wie hat es sich zu einem wichtigen Tiermodell 
in der MS-Forschung etabliert?  
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Das Toxin Cuprizone (bis-(cyclohexanone) oxaldehydrozone) wurde erstmalig im Jahr 
1950 von Gustav Nilson beschrieben. Er stellte fest, dass das Kondensationsprodukt 
aus Oxalhydrazide und Cyclohexanone, genannt Cuprizone, bei einer Komplexbildung 
mit Kupfersalzen eine blaue Farbreaktion auslöst (Nilsson 1950). Aufgrund der Kupfer-
Cuprizone-Komplexbildung wurde Cuprizone initial zur quantitativen Bestimmung von 
Kupfer verwendet. Die erste biomedizinische Verabreichung erfolgte erst Jahre später. 
Hier wurden nach Cuprizonegabe bei Mäusen, Ratten und Meerschweinchen sowohl 
reproduzierbar niedrige Kupferspiegel als auch Demyelinisierung begleitet von Öde-
men und Hydrocephalus beobachtet (Carlton 1966, Carlton 1967, Carlton 1969). Im 
Jahr 1998 veröffentlichten Hiremath und seine Kollegen eine Studie mit dem Ziel die 
Variabilität der Cuprizone-induzierten Pathologien auf ein Minimum zu reduzieren. Bei 
acht bis zehn Wochen alten C57BL/6 Mäusen, einer Cuprizonedosis von 0,2% in ge-
mahlenem Haltungsfutter und einer Expositionsdauer von fünf bis sechs Wochen ließ 
sich eine reproduzierbare vollständige Demyelinisierung des Corpus callosums (CCs) 
bei geringer Mortalität der Versuchstiere erzielen (Hiremath, Saito et al. 1998).  
Läsionen nach Cuprizoneintoxikation beschränken sich, entgegen anfänglicher An-
nahmen, nicht auf die weiße Substanz (mediales Corpus callosum und Pedunculus 
cerebellaris superior), sondern betreffen auch einige Bereiche der grauen Substanz 
wie Kortex (Kipp and Baumgartner 2011), Cerebellum (Groebe, Clarner et al. 2009) 
und Basalganglien (Norkute, Hieble et al. 2009). Bedeutsam für die Erforschung mögli-
cher therapeutischer Ansatzpunkte war die Beobachtung, dass die toxisch induzierte 
Demyelinisierung reversibel ist. Wird nach fünf- bis sechswöchiger Cuprizoneintoxika-
tion, auch „akute Demyelinisierung“ genannt, die Cuprizoneintoxikation beendet, folgt 
eine spontane Remyelinisierung (Torkildsen, Brunborg et al. 2008, Ghaiad, Nooh et al. 
2016). Bei Verlängerung der Intoxikationsdauer auf über 12 Wochen finden Remyelini-
sierungsprozesse nur noch eingeschränkt statt oder fallen vollständig aus (Ludwin 
1980, Lindner, Fokuhl et al. 2009), sodass man von „chronischer Demyelinisierung“ 
spricht. Cuprizone führt nicht nur zu einer frühen und schwerwiegenden Schädigung 
von Oligodendrozyten mit konsekutiver Demyelinisierung, sondern auch zu Mikrog-
liaaktivierung, Astrozytose und ausgeprägter axonaler Schädigung (Ludwin 1978, 
Matsushima and Morell 2001, Vakilzadeh, Khodagholi et al. 2015, Kipp 2016). All diese 
Veränderungen spiegeln wichtige Teilaspekte der MS wider, sodass sich das Cuprizo-
ne-Modell zu einem wertvollen Hilfsmittel für Untersuchungen der komplexen MS-
Pathologie etabliert hat (Werner, Saha et al. 2010, Chen, Chen et al. 2015, Vakilzadeh, 
Khodagholi et al. 2016, Tejedor, Wostradowski et al. 2017).  
Interessanterweise konnte das physikochemische Verhalten von Cuprizone, trotz rela-
tiv einfacher Strukturformel (Abbildung 2) und jahrelanger Verwendung nicht abschlie-
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Abbildung 2: Chemische Strukturformel von 
Cuprizone 
ßend geklärt werden. Seit der Entdeckung des Toxins im 20. Jahrhundert wurden In-
teraktionen mit dem Kupferhaushalt ange-
nommen. Einige Forschungsgruppen gin-
gen davon aus, dass Cuprizone selbst phy-
siologische Barrieren nicht überwinden und 
ins Gehirn gelangen kann und seine toxi-
sche Wirkung auf einen Kupfermangel zu-
rückzuführen ist. Dieser entsteht beispiels-
weise durch Chelatierung (Rossi, 
Lombardo et al. 2004). Andere zeigten, 
dass die Toxizität von Cuprizone durch Kupferzugabe nicht reduziert wird (Carlton 
1967) und eine milde neunmonatige Cuprizoneintoxikation bei Mäusen zu einem An-
stieg der Kupferkonzentration im Gehirn führt (Zatta, Raso et al. 2005).  
Kupfer spielt als Kofaktor einiger Enzyme eine entscheidende Rolle in einer Vielzahl 
zellulärer Prozesse. Morphologische Veränderungen von Mitochondrien nach Cuprizo-
neintoxikation wurden bereits im Jahr 1969 beschrieben. Die von unterschiedlichen 
Forschungsgruppen nachgewiesenen intrahepatischen „Riesenmitochondrien" waren 
trotz reduzierter Größe und Anzahl der enthaltenden Cristae in ihrem Durchmesser um 
ein Vielfaches vergrößert (Suzuki and Kikkawa 1969, Hoppel and Tandler 1973, 
Wagner and Rafael 1977). Dass die Funktionsfähigkeit des morphologisch veränderten 
Zellorganells beeinträchtigt ist, wird durch den Nachweis inhibierter mitochondriale En-
zyme, wie Cytochromoxidasen gestützt. Neben intrahepatisch vergrößerten Mitochond-
rien konnten auch in Oligodendrozyten „Riesenmitochondrien“ nachgewiesen werden 
(Blakemore 1972). Einige Forschungsgruppen gingen davon aus, dass Cuprizone 
durch mitochrondriale Dysfunktionen oxidativen Stress (Venturini 1973, Zatta, Raso et 
al. 2005) in Oligodendrozyten auslöst, welcher zu Zelltod und Demyelinisierung führt 
(Matsushima and Morell 2001). Störungen der Kupferhomöostase sind bei bereits aus 
anderen Erkrankungen des neurodegenerativen Formenkreises wie dem Menkes-
Syndrom und Morbus Wilson (Strausak, Mercer et al. 2001) bekannt.  
Das Cuprizone-Modell bietet eine wesentliche Grundlage zur Erforschung molekularki-
netischer Mechanismen während der De- und Remyelinisierung, um mögliche Thera-
pieansätze zu identifizieren. In den letzten Jahren hat sich das Tiermodell zudem für 
Untersuchungen an diffusen Gewebeveränderungen der weißen und grauen Substanz 
bewährt. Teile des Corpus Callosums, die Hippocampus-Fimbria-Region oder die 
Commisura anterior zeigten nach Cuprizoneintoxikation NAWM-typische Veränderun-
gen; das heißt Mikrogliaaktivierung und Oligodendrozytenstress bei lediglich geringfü-
giger Demyelinisierung (Groebe, Clarner et al. 2009, Kipp, Norkus et al. 2011).  
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Kürzere apikale Dendriten kortikaler Pyramidenzellen nach chronischer Demyelinisie-
rung sowie fortschreitende axonale Degeneration nach abgeschlossener Remyelinisie-
rung durch Cuprizoneintoxikation (Manrique-Hoyos, Jurgens et al. 2012, Hamada and 
Kole 2015) geben eindeutige Hinweise, dass auch neurodegenerative Aspekte mit dem 
Cuprizone-Modell untersucht werden können. Insbesondere für Forschungen zu 
Remyelinisierungsprozessen, jedoch auch für Arbeiten zu diffusen Veränderungen der 
weißen und grauen Substanz sowie neurodegenerativen Aspekten ist eine reprodu-
zierbare und prognostizierbare Demyelinisierung zuvor notwendig (Zendedel, Beyer et 
al. 2013, Kipp 2016). Wie zuvor erwähnt, begannen Hiremath und Kollegen bereits früh 
mit dem Versuch die Variabilität Cuprizone-induzierter Pathologien zu minimieren. Das 
von ihnen vorgeschlagene Studiendesign wurde für die meisten darauffolgenden Expe-
rimente verwendet. Im Laufe der Jahrzehnte konnten viele weitere einflussnehmende 
Variablen auf Cuprizone-induzierte Veränderungen nachgewiesen werden. So zeigt 
beispielsweise der caudale Anteil des CCs und der dorsale Bereich des Hippocampus 
eine höhere Anfälligkeit für Demyelinisierung als der rostrale Teil des CCs und der Pe-
dunculus cerebellaris (Sideworthy et al. 2003). Neben Lokalisation ist das Geschlecht 
von Bedeutung. Die Auswirkung geschlechtsspezifischer Hormone auf Prädisposition 
und Schweregrad der Erkrankung ist vielfach beschrieben worden (Confavreux, 
Hutchinson et al. 1998, Antonio, Patrizia et al. 2008, Acs, Kipp et al. 2009). Exempla-
risch kann 17ß-Estradiol und Progesteron und ihr protektiver Einfluss auf Demyelinisie-
rungsprozesse genannt werden (Acs, Kipp et al. 2009). Die bereits von Hiremath und 
Kollegen postulierte Relevanz des Alters der Versuchstiere wurde in folgenden For-
schungsarbeiten detaillierter untersucht. Juvenile Mäuse zeigten eine schnellere 
Demyelinisierung, raschere Remyelinisierung und geringeren axonalen Schaden als 
adulte Tiere (Pfeifenbring, Nessler et al. 2015, Gingele, Henkel et al. 2020). Zudem 
schienen Mikroglia Alterungsprozesse zu durchlaufen, welche ihre Reaktion auf 
Demyelinisierungsprozesse verändern. Bei zwei Monate alten Mäusen war im Ver-
gleich zu adulten Tieren eine intensivere und andauerndere Mikrogliaaktivierung zu 
beobachten (Klein, Mrowetz et al. 2018).  
Auch wenn die meisten Autoren nach Cuprizoneintoxikation eine reproduzierbare und 
signifikante Demyelinisierung von einigen Bereichen der weißen und grauen Substanz 
im Gehirn der Versuchstiere nachwiesen (Blakemore 1972, Skripuletz, Bussmann et al. 
2010, Schmidt, Awad et al. 2013, Goldberg, Clarner et al. 2015, Wagenknecht, Becker 
et al. 2016), bestehen hierzu auch kontroverse Ansichten. Diese Forschungsgruppen 
zeigten, dass Axone zwar zu erwartende Myelinschädigungen aufweisen, sich das 
Ausmaß myelinisierter und demyelinisierter Axone zwischen den Versuchstieren je-
doch unterscheide. Aufgrund dieser Variabilität der toxisch induzierten Demyelinisie-
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rung halten sie das Cuprizone-Modell für ungeeignet, um biologische Vorgänge der 
Remyelinisierung valide zu untersuchen (Stidworthy, Genoud et al. 2003).  
Bei genauer Betrachtung der zahlreichen Arbeiten mit dem Toxin fällt neben den ge-
nannten Faktoren ein weiterer möglicher Grund für unterschiedliche Studienergebnisse 
auf – die Applikationsform. Nicht alle Forschungsgruppen verabreichten Cuprizone auf 
die gleiche Art und Weise. Neben der weit verbreiteten pulverisierten Form des Toxins 
kamen auch alternative Applikationsformen zur Anwendung (Tabelle 1). Zu nennen 
sind hier Cuprizone-enthaltende Pellets (Carey and Freeman 1983, Soundarapandian, 
Selvaraj et al. 2011, Steelman, Thompson et al. 2012), Cuprizone-enthaltendes Trink-
wasser (Zatta, Raso et al. 2005) oder die Verabreichung von aufgelöstem Cuprizone 
als Sondennahrung (Zhen, Liu et al. 2017). Bemerkenswerterweise wurde die Effektivi-
tät dieser Verabreichungsmöglichkeiten nicht vergleichend untersucht und könnte als 
weiterer beeinflussender Faktor der kritisierten Variabilität in Frage kommen.  
 
Autor Journal und Jahr 
Dosis und Applika-
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Tabelle 1: Beispiele für alternativ angewandte Verabreichungsmöglichkeiten von Cuprizone  
 
1.3 Fragestellung 
Das Cuprizone-Tiermodell wird in erster Linie für Untersuchungen von De- und 
Remyelinisierungsprozessen ohne T-Zellbeteiligung verwendet (Ludwin 1978, Gudi, 
Gingele et al. 2014). 
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Eine sichere Reproduzierbarkeit und prognostizierbare Kinetik von De- und Remyelini-
sierung im Tiermodell ist entscheidend, um die Vergleichbarkeit von Studienergebnis-
sen sicherzustellen und mögliche therapeutische Ansatzpunkte zu identifizieren. Ob-
wohl für zahlreiche Faktoren wie Geschlecht, Alter, Gewicht, Stress, Toxinepositions-
dauer und Toxindosis ein beeinflussender Effekt auf Cuprizone-induzierte Pathologien 
nachgewiesen ist, sind bislang keine Studien erfolgt, welche die Applikationsformen 
auf Unterschiede untersucht.  
Die vorliegende Studie vergleicht daher die Effektivität der häufigsten Applikationsfor-
men (Pulver und Pellets) in Bezug auf Ausmaß und Reliabilität von Demyelinisierung, 
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2 Material und Methoden  
2.1 Materialen und Chemikalien  
Chemikalien Hersteller Bestellnummer 






3,3’-Diaminobenzidine (DAB)+ Substrat 
Puffer Dako	 K3468	
Di-Natriumhydrogenphoshphat (was-
serfrei) Merck Millipore	 106559	
DPX Eindeckmedium VWR Prolabo	 360292F	
EDTA Dinatriumsalz Dihydrat Roth	 8043.2	
Elite ABC-Kit Vectastain	 PK-6100	
Eosin  Merck Millipore	 15935	
Essigsäure 100 % Merck Millipore	 100063	
Ethanol 100 % Merck Millipore	 100983	
Fischgelatine (Cold fish skin gelatine) Sigma-Aldrich	 G7041	
Formaldehyd 37 % Roth	 P733.2	
Hämatoxylin Sigma-Aldrich	 H3136	
Aluminiumkaliumsulfat Dodecahydrat Merck Millipore	 101042	
Lithiumcarbonat Merck Millipore	 105671	
Luxol Fast Blue MBS Chroma	 M146-F	
Natriumdihydrogenphosphat- Mono-
hydrat Merck Millipore	 106346	
Natriumhydroxid  Merck Millipore	 HC809730	
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Natriumiodat  Merck Millipore	 106525	
Natronlauge  Merck Millipore	 109137	
Normales Ziegenserum (Normal Goat 
Serum) Vector	 S-1000	
Paraffin Leica Biosystems Paraplast	 39602012	
PBS Dulbecco-Pulver (ohne Ca2+/Mg2+) Biochrom	 L-182-50	
Perjodsäure Merck Millipore	 100524	
Salzsäure Roth/ Merck	 K025.1 / 1.09057	
Schiffsreagenz Sigma-Aldrich	 3952016	
Tris (PUFFERAN) Roth	 4855.2	
Tween 20 Sigma-Aldrich	 P1379	
Wasserstoffperoxid 30% (H2O2) Roth	 8070.4	
Xylol VWR Chemicals	 1330-20-7	
Zitronensäure  Roth	 X863.2	
Zitronensäure Monohydrat Merck Millipore	 100244	
Tabelle 2: Verwendete Materialien und Chemikalien 
 
2.2 Puffer, Blockseren und Färbelösungen  
	
PBS 1x Fertiglösung:   - 47,75g PBS-Pulver ohne Ca2+/Mg2+ 
- 5l destilliertes Wasser   
- pH 7,4   
Tris-EDTA-Puffer: - 6.05g Tris  
- 1,85g EDTA Dinatriumsalz Dihydrat 
- 5l destilliertes Wasser   
- pH 9,0 
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Blockserum für APPA4: - 2ml Normales Ziegenserum  
- 1g Bovine serum albumin  
- 0,1g Fischgelatine   
- 500µl Tween 20 
- 98ml PBS 
- pH 7,4  
Blockserum für alle anderen Anti-
körper 
(5% Normales Ziegenserum): 
- 2,5ml Normales Ziegenserum 
- 47,5ml PBS 
Hämatoxylinlösung:  - 1g Hämatoxylin  
- 1000ml destilliertes Wasser 
- 200mg Natriumjodat  
- 50g Aluminiumkaliumsulfat-Dodecahydrat  
- 50g Chloralhydrat  
- 1g Zitronensäure Monohydrat  
0,1 % Eosinlösung:  - 1g Eosin  
- 100ml destilliertes Wasser (vor Gebrauch wird 
1:10 weiter verdünnt und 1 Tropfen Essigsäure 
pro 100ml Lösung zugegeben) 
0,1 % Luxol Fast Blue Lösung: - 0,1g Luxol fast blue MBS  
- 100ml 96% Ethanol 
- 0,5ml 100% Essigsäure  
0,05 % Lithiumcarbonatlösung: - 0,05g Lithiumcarbonat  
- 100ml destilliertes Wasser 
0,5 % Perjodsäurelösung: - 0,5g Perjodsäure   
- 100ml destilliertes Wasser 
Perfusionslösung/ Fixierlösung: - 100ml Formaldehyd (37%) 
- 900 ml destilliertes Wasser 
- 4,6g Natriumdihydrogenphosphat (wässrig) 
- 8,0g Dinatriumhydrogenphosphat 
0,3 % Wasserstoffperoxidlösung: - 1ml H2O2 (30%) 
- 99ml PBS 
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2.3 Versuchstiere  
Für diesen Versuch wurden zwanzig acht Wochen alte männliche Mäuse des Stam-
mes C57BL/JRj6 (Janvier, Frankreich) verwendet. Die Tiere wurden jeweils zu fünft in 
einem Käfig (Typ II long) gehalten, der regelmäßig gewechselt wurde. Die Haltung er-
folgte bei einer Raumtemperatur von 20-24°C und einem hell: dunkel Zyklus von 13: 11 
Stunden. Unter Gewährleistung einer regelmäßigen Luftzirkulation wurde die Luft-
feuchtigkeit konstant zwischen 40% und 60% gehalten.  
Alle geltenden Tierschutzbestimmungen und internationalen Richtlinien bei Tierversu-
chen wurden eingehalten. Eine Genehmigung für die Durchführung von Tierversuchen 
gemäß § 8 Tierschutzgesetz lag durch die Regierung von Oberbayern vor (Tierver-
suchsgenehmigung: 55.2-1-54-2532-73-15). 
2.4 Cuprizone-Modell 
Für diese Arbeit wurde das Modell der toxisch induzierten Demyelinisierung durch die 
Fütterung des Kupferchelators Cuprizone verwendet. Es handelt sich um ein geeigne-
tes Tiermodell, um Demyelinisierung, Remyelinisierung und frühe, selektive Oli-
godendrozytenapoptose aufzuzeigen (Groebe, Clarner et al. 2009). Cuprizone indu-
ziert Demyelinisierung vorrangig in der Mitte des CCs und den medialen Abschnitten 
des Cingulums (T. Schmidt, M. Kipp, 2012). Astrogliose und Mikrogliose stellen weitere 
Cuprizone-induzierte zelluläre Veränderungen dar (Groebe, Clarner et al. 2009). 
2.5 Experimentelles Design 
Mit dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob die histopathologischen Veränderungen 
einer Fütterung mit Cuprizonepellets in gleicher (equal dose = e.d.;	 0,3% Cuprizone) 
oder höherer (high dose = h.d.; 0,4% Cuprizone) Dosierung, mit denen der herkömmli-
chen Applikationsform (Pulver; 0,25% Cuprizone) vergleichbar sind.   
Dafür wurden die Mäuse in vier Gruppen mit jeweils fünf Tieren eingeteilt und über drei 
Wochen nach verschiedenen Fütterungsprotokollen gefüttert (Abbildung 1). Nach der 
Entnahme der Gehirne wurden die verschiedenen Gruppen in Bezug auf das Ausmaß 
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Abbildung 3: Schematische Darstellung der Versuchsgruppen 
2.6 Durchführung der Versuche und Materialgewinnung  
Die Versuche wurden mit acht Wochen alten männlichen C57BL/JRj6 Mäusen in der 
Tierhaltung (Physiologikum der LMU, München) durch die Mitarbeiter der Neuroana-
tomie durchgeführt. Der Versuchsbeginn erfolgte nach einer einwöchigen Gewöh-
nungsphase mit Haltungsfutter. Gruppe 1 erhielt weiterhin handelsübliches Haltungs-
futter und stellte die Kontrollgruppe dar. Für Gruppe 2 wurde das Cuprizonefutter 
(0,25%) eigenhändig hergestellt. Mit einer Präzisionswaage wurden zunächst 0,5g 
Cuprizone abgewogen und mit 200g gemahlenem Haltungsfutter in einer handelsübli-
chen Küchenmaschine (Kult X, WMF Group, Geislingen an der Steige, Germany) ver-
mengt. Das Mischen des Futters erfolgte auf niedriger Stufe für eine Minute. 100g der 
Cuprizone-Haltungsfutter-Mischung wurden auf zwei Petri-Schalen verteilt und in den 
Käfig gelegt. Die übrig gebliebene Hälfte der Mischung wurde bei 4°C für den folgen-
den Tag aufbewahrt. Das Cuprizonefutter für Gruppe 3 und 4 wurde von der Firma 
Ssniff, Deutschland in passender Dosierung (e. d. und h. d.) in Pellets gepresst.  
Jeder Käfig wurde mit folgenden Bestandteilen ausgestattet: Einstreu, Nestlet, Gehe-
gehaus, 100g des jeweiligen Futters, verteilt auf zwei Petrischalen und jeweils einer 
Fütterung von Cuprizonepulver (0,25%) 
Fütterung von Cuprizonepellets (e.d.) 
Fütterung von Cuprizonepellets (h.d.) 
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Trinkflasche. Die Trink- und Futterstelle wurde so positioniert, dass die Versuchstiere 
jederzeit uneingeschränkten Zugang zur Futterstelle hatten. Nach insgesamt dreiwö-
chiger Fütterung (Abbildung 3) wurde den Versuchstieren eine Narkoselösung verab-
reicht. Im Anschluss erfolgte die transkardiale Perfusion durch den linken Ventrikel 
mittels 20ml PBS und 100ml Fixierlösung. Nach Entfernung der Haut konnte die Schä-
delkalotte durch einen sagittalen Schnitt geöffnet und die Gehirne entnommen werden. 
Diese wurden im selben Fixativum über Nacht bei 4°C postfixiert. Nach anschließender 
Wässerung mit Leitungswasser für ca. zwölf Stunden und Lagerung in 50 % Ethanol 
über Nacht, wurden diese manuell in Paraffinblöcke eingebettet (Tabelle 3). Mit Hilfe 
eines Schlittenmikrotoms (Leica, SM 2000R) wurden 5µm dicke Schnitte in den Ebe-
nen 265 und 295 nach Sidman et al. angefertigt (Abbildung 4). Es wurden jeweils zwei 
aufeinanderfolgende Schnitte auf einen Objektträger aufgezogen und über Nacht bei 
37°C getrocknet. Anschließend konnten histochemische und immunhistochemische 
Färbungen angefertigt werden. 
 
70% Ethanol 40 min 
70% Ethanol 40 min 
96% Ethanol 40 min 
96% Ethanol 40 min 
96% Ethanol 40 min 
100% Ethanol 40 min 
100% Ethanol 60 min 
100% Ethanol 60 min 
Xylol 40 min 
Xylol 40 min 
Xylol 40 min 
Paraffin 60 min 
Paraffin 60 min 
Paraffin 2 Tage 
Tabelle 3: Manuelle Paraffineinbettung 
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Abbildung 4: Region 265 und Region 295 in einer frontalen Schnittführung (Sidman et al.) in einer 
HE-Färbung 
rot eingerahmte Bereiche markieren das mediale Corpus callosum 
2.7 Färbungen  
Um die histopathologischen Veränderungen nach Cuprizoneintoxikation zu analysie-
ren, wurden histochemische und immunhistochemische Färbungen angefertigt.  
2.7.1 Histochemische Färbungen  
Es wurde sowohl eine Luxol Fast Blue/ Periodic Acid Schiffs (LFB/PAS)-Färbung als 
auch eine Hämatoxylin/ Eosin (HE)-Färbung angefertigt. Während die HE-Färbung 
genutzt wurde, um die Schnittebenen nach Sidman et al. genau beurteilen zu können, 
wurde die LFB- Färbung verwendet, um den Myelinisierungsgrad zu analysieren.  
2.7.1.1 Durchführung der Luxol Fast Blue/ Periodic Acid Schiffs (LFB/PAS)-
Färbung 
Während LFB als spezifische histochemische Myelinfärbung Lipoproteine der Myelin-
scheide blau anfärbt, färbt die PAS-Färbung kohlenhydratreiche Komponenten durch 
Oxidation von Hydroxylgruppen rot-violett (Goto 1987).  
Die Schnitte wurden durch dreimal zehnminütiges Inkubieren in Xylol entparaffiniert 
und anschließend in einer absteigenden Alkoholreihe (2x Ethanol 100% und 2x Etha-
nol 96% für jeweils drei Minuten) rehydriert. Anschließend wurden die Objektträger in 
einer Standküvette über Nacht bei 56°C mit der LFB-Farbstofflösung inkubiert. Am 
nächsten Tag wurde die überschüssige Farbe zunächst durch 96% Ethanol und destil-
liertes Wasser herausgespült. Danach begann die Differenzierung mit Lithiumcarbonat-
lösung (0,05%). Hierfür wurden 0,5g Lithiumcarbonat in 1000ml destilliertem Wasser 
gelöst. Zunächst wurde mit einer weiteren Verdünnung (1:5) der zuvor hergestellten 
Lithiumcarbonatlösung gearbeitet. Anschließend wurden die Objektträger für etwa eine 
Minute in Ethanol 70% gebracht, um die durch die Lithiumcarbonatlösung aufgespalte-
ne Farbstoffbindungen auszuwaschen. Stellte sich die graue Substanz in einer mikro-
: Region 265 : Region 295 
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skopischen Kontrolle farblos und die weiße Substanz blau-türkis dar, war die LFB-
Färbung abgeschlossen. Ansonsten wurde mit Lithiumcarbonat und Ethanol 70% wei-
ter differenziert. Hierzu wurde eine stärkere Verdünnung (1:10) der Lithiumcarbonatlö-
sung verwendet. Danach wurde die PAS-Färbung angeschlossen. Der erste Arbeits-
schritt war hierbei die Oxidation mit Perjodsäure 0,5% für zwei Minuten. Danach folgte 
kurzes Spülen in destilliertem Wasser und die Inkubation der Schnitte in Schiffsrea-
genz für zehn Minuten. Bei diesem Vorgang färbten sich die Schnitte leicht pink.  
Es ist wichtig das Schiffsreagenz vorher auf seine Frische zu überprüfen. Hierfür wur-
den 10ml Formalin 37% in ein kleines Glas gegeben und einige Tropfen der Schiffsre-
agenz hinzu pipettiert. Ein frisches Reagenz schlägt schnell zu einer rot-pupur Farbe 
um.  
Unter fließendem Leitungswasser für fünf Minuten schlug die Farbe von leicht pink in 
dunkel-violett um. Nach kurzem Waschen in destilliertem Wasser wurde mit Mayers 
Hämalaun für eine Minute gegengefärbt, um die Zellkerne sichtbar zu machen. Es folg-
te die aufsteigende Alkoholreihe abschließend im Xylol (Tabelle 4) und das Eindecken 
mit DPX.  
 
Destilliertes Wasser  3 min 
Ethanol 50% 3 min 
Ethanol 70% 3 min 
Ethanol 96% 3 min 
Ethanol 96% 3 min 
Ethanol 100 % 3 min 
Ethanol 100 % 3 min 
Xylol/ Ethanol 50%/50% 5 min 
Xylol I 10 min 
Xylol II 10 min 
Xylol III 10 min 
Tabelle 4: Aufsteigende Alkoholreihe und Vorbereitung mit Xylol zum Eindecken  
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Xylol I	 10 min	
Xylol II	 10 min	
Xylol III	 10 min	
Xylol/ Ethanol 50 %/ 50 %	 5 min	
Ethanol 100 %	 3 min	
Ethanol 100 %	 3 min	
Ethanol 96 %	 3 min	
Ethanol 96 %	 3 min	
Ethanol 70 %	 3 min 
Ethanol 50%	 3 min 
Destilliertes Wasser	 3 min 
Tabelle 5: Entparaffinierung mit Xylol und absteigende Alkoholreihe 
2.7.1.2 Durchführung einer HE (Hämatoxylin/ Eosin)-Färbung  
Die Schnitte wurden zunächst entparaffiniert und rehydriert (Tabelle 5). Anschließend 
wurden die Schnitte für sieben Minuten in „Mayers Hämalaun“ inkubiert. Es folgte kur-
zes Spülen in destilliertem Wasser und zehnminütiges Bläuen unter fließendem Lei-
tungswasser. Nach erneutem, kurzen Spülen in destilliertem Wasser wurden die 
Schnitte für fünf Minuten in eine Küvette mit Eosin gestellt. Nach einem weiteren kur-
zen Spülvorgang in destilliertem Wasser konnte die Kontrolle unter dem Mikroskop 
erfolgen. Das gewünschte Ergebnis sollte blau gefärbte Zellkerne und rot gefärbte Kol-
lagenfasern, Zytoplasmen und Erythrozyten zeigen. War das Ergebnis zufriedenstel-
lend, konnte mit der aufsteigenden Alkoholreihe ab 70 % Ethanol mit Abschluss im 
Xylol begonnen werden (Tabelle 4). Die Schnitte wurden mit DPX eingedeckt. 
2.7.2 Immunhistochemische Färbungen  
Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten immunhistochemischen Färbungen wurden 
nach der Avidin-Biotin-Komplex-Methode (ABC-Methode) durchgeführt. Hierbei wird 
die Spezifität von Antikörpern genutzt, um die Verteilung von Antigenen im histologi-
schen Schnitt sichtbar zu machen.  
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Der primäre Antikörper bindet an das Zielantigen im Paraffinschnitt. Der nachfolgend 
hinzugegebene passende biotinylierte sekundärer Antikörper bindet an den primären 
Antikörper. Durch die hohe Affinität von Avidin zu Biotin bindet der Avidin-Biotin-
Komplex an den biotinylierten sekundären Antikörper. Dieser Komplex ist durch eine 
Peroxidase markiert, welche nach Zugabe von 3,3’-Diaminobenzidine (3,3‘-DAB), 
durch Umwandlung eines phenolischen Substrats die Farbreaktion auslöst (Abbildung 
5).  
Für alle immunhistochemischen Färbungen wurde eine Negativ-Kontrolle angefertigt, 
um unspezifische Farbreaktionen ausschließen zu können. Bei monoklonalen Antikör-
pern wurden Negativkontrollen mittels passender Isotyp-Antikörper (Tabelle 8) und bei 
polyklonalen Antikörpern durch Weglassen des ersten Antikörpers angefertigt.  
 
	
Abbildung 5: Schematische Darstellung der ABC-Methode 
2.7.2.1 Durchführung der immunhistochemischen Färbungen 
Für immunhistochemische Färbungen wurden die Schnitte in Xylol entparaffiniert und 
in einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert (Tabelle 5). Nach erfolgter Rehydrierung 
wurden die Schnitte in Tris-EDTA (pH 9,0) auf höchster Stufe einer handelsüblichen 
Mikrowelle zum Kochen gebracht. Um den Siedepunkt zu erreichen, wurden etwa zwei 
bis drei Minuten benötigt. Danach wurden die Schnitte zehn Minuten bei geringerer 
Hitzestufe weiter gekocht. Dieser Vorgang wird „HIER“ (heat induced epitope retrieval) 
oder Demaskierung genannt und ist notwendig, da aldehydbasierte Einbettungen Pro-
tein-Querverbindungen verursachen. Diese können dazu führen, dass einige Epitope 
der Proteine von passenden Antikörpern nicht mehr gebunden werden. Um reprodu-
zierbare Bedingungen und eine adäquate Hitzeentwicklung beim „HIER“ zu schaffen, 
wurden alle freien Objektträgerplätze der Färbeschaukel durch Platzhalter aufgefüllt. 
Anschließend wurden die Objektträger in einem Wasserbad unter fließendem, kaltem 
Leitungswasser auf Raumtemperatur abgekühlt, um mit dem Waschen in PBS fortfah-
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ren zu können. Das Waschen erfolgte immer nach nachfolgend beschriebenem Prin-
zip: fünf Minuten mit frischer PBS-Lösung unter leichten Bewegungen („Agitation“). 
Nach drei Waschschritten in PBS folgte die Inkubation mit Blockserum bei Raumtem-
peratur in einer Feuchtekammer für eine Stunde. Für die anti-APP-A4-Färbung wurde 
das Blockserum aus 2ml normalem Ziegenserum, 1g bovine serum albumin, 0,1g 
Fischgelatine, 500µl Tween 20 und 98ml PBS hergestellt. Für alle anderen immunhis-
tochemischen Färbungen bestand das Blockserum aus 2,5ml normalem Ziegenserum 
und 47,5ml PBS. Die Blocksera verhindern unspezifische Antikörperbindungen und die 
Inkubation in einer Feuchtekammer die Austrocknung der Schnitte. Anschließend wur-
den nach Abtropfen des Blockserums (nicht abwaschen) jeweils 50µl des jeweiligen 
primären Antikörpers oder des passenden Isotypen auf die Schnitte pipettiert (Tabelle 
6). Die Inkubation erfolgte über Nacht bei 4°C in einer Feuchtekammer. Am nächsten 
Tag wurden die Schnitte dreimal in PBS gewaschen. Die Objektträger wurden in einer 
abgedunkelten Standküvette mit einer 0,3% H2O2-Lösung für dreißig Minuten inkubiert. 
Nachfolgend wurden die Schnitte für eine Stunde mit dem passenden biotinylierten 
sekundären Antikörper (Tabelle 7) in einer Feuchtekammer bei Raumtemperatur inku-
biert. Nach erneutem dreimaligen Spülen in PBS wurde der Avidin-Biotin-Komplex auf 
die Schnitte gegeben und ebenfalls in einer Feuchtekammer für eine Stunde bei 
Raumtemperatur inkubiert. Durch die Zugabe von 3,3’-Diaminobenzidine (DAB) für 
zehn Minuten wurde die bräunliche Farbreaktion erreicht. Um die Farbreaktion zu be-
enden, wurden die Schnitte zunächst mit Leitungswasser (einige Sekunden) und an-
schließend mit destilliertem Wasser (ca. drei Minuten) abgespült. Durch die aufstei-
gende Alkoholreihe (Tabelle 4) wurden die Schnitte dehydriert. Die Inkubation in Xylol 
für insgesamt dreißig Minuten brachte die Schnitte wieder in ein lipophiles Milieu, um 




Firma Bestellnummer Demaskierung 
Kaninchen-anti-
IBA1 IgG 
1:5000 /  
0,5-0,7mg/ml 





Serotec MCA-839G keine 
Maus-anti-APP-
A4 IgG 









Abcam Ab87117 keine 
Tabelle 6: Verwendete Primärantikörper 




Wirt Firma Bestellnummer 
Anti-Kaninchen IgG  
(biotinyliert) 1:200 / 1,5mg/ml Ziege VECTOR BA 1000 
Anti-Maus-IgG  
(biotinyliert) 1:200 / 1,5mg/ml Ziege VECTOR BA 9200 





Isotyp IgG 1 (APP-A4) 1:2500 / 0,5mg/ml Abcam AB 18443 
Isotyp IgG 2a (PLP) 1:2500 / 0,5mg/ml Abcam AB 18415 
Tabelle 8: Verwendete Isotyp-Antikörper 
2.8 Auswertung  
2.8.1 Beurteilung der LFB-Färbeintensität / anti-PLP-Immunreaktivität  
Um die verschiedenen Demyelinisierungsgrade nach Cuprizoneintoxikation zu beurtei-
len, wurde zum einen Luxol Fast Blue/ Perjodic Acid Schiffs (LFB/PAS)-Färbungen und 
zum anderen anti-Proteolipid Protein (anti-PLP)-Färbungen angefertigt. Ausgewertet 
wurde, wie in Abbildung 4 gezeigt, das mediale CC in zwei verschiedenen Schnittebe-
nen (265 und 295 nach Sidman et. al.). Um eine reproduzierbare Quantifizierung der 
Myelindichte zu ermöglichen, wurde zunächst ein Bewertungssystem entwickelt, wel-
ches verschiedene Grade der LFB-Färbeintensität/ anti-PLP-Immunreaktivität definiert. 
Der Wert 4 entsprach einer starken LFB-Färbeintensität/ hohe anti-PLP-
Immunreaktivität im CC. Das dichte und lückenlose Fasernetz war bei der LFB-
Färbung intensiv blau und bei der anti-PLP-Färbung intensiv braun angefärbt. Der Wert 
3 entsprach einem leicht aufgelockerten Fasernetz. Die blaue/braune Farbe war im 
histologischen Schnitt deutlich erkennbar, jedoch weniger intensiv. Der Wert 2 ent-
sprach einem lückenhaften blau/braun angefärbtem Fasernetz. Zunehmend wurden 
weißliche Bereiche zwischen den verbliebenen Fasern sichtbar. Der Wert 1 entsprach 
einer nahezu bis vollständig aufgehobenen LFB-Farbreaktion/ anti-PLP-
Immunreaktivität.   
Die Bewertungssysteme sind beispielhaft für die Region 295 (Sidman et. al.) in den 
Abbildungen 6 und 7 dargestellt.  
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Abbildung 6: Demonstration verschieden starker LFB-Färbeintensität im Corpus callosum (CC) 
A: Histologischer Schnitt mit hoher LFB-Färbeintensität; entspricht dem Wert 4 B: histologischer Schnitt 
mit leicht reduzierter LFB-Färbeintensität; entspricht dem Wert 3 C: histologischer Schnitt mit deutlich 
reduzierter LFB- Färbeintensität; entspricht dem Wert 2 D: histologischer Schnitt mit nahezu vollständig 
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Abbildung 7: Demonstration verschieden starker anti-PLP-Immunreaktivität im Corpus callosum 
(CC)  
A: histologischer Schnitt mit hoher anti-PLP-Immunreaktivität, entspricht dem Wert 4 B: histologischer 
Schnitt mit leicht reduzierter anti-PLP-Immunreaktivität, entspricht dem Wert 3 C: histologischer Schnitt mit 
deutlich reduzierter anti-PLP-Immunreaktivität; entspricht dem Wert 2 D: histologischer Schnitt mit nahezu 
vollständig aufgehobener anti-PLP-Immunreaktivität, entspricht dem Wert 1 (Maßstab = 100 µm) 
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2.8.2 Beurteilung der anti-IBA1- und anti-ALDH1L1-Immunreaktivität 
Die anti-ionized calcium binding adapter molecule 1 (anti-IBA1)-Färbung ist eine im-
munhistochemische Färbung, die Mikroglia und Monozyten/Makrophagen anfärbt. 
Deshalb wurde sie genutzt, um eine Mikrogliose im CC nachzuweisen. Um eine repro-
duzierbare Quantifizierung der Mikrogliaaktivierung zu ermöglichen, wurde zunächst 
ein Bewertungssystem entwickelt, welches verschiedene Grade der anti-IBA1-
Immunreaktivität definiert. Der Wert 1 entsprach einer physiologisch geringen anti-
IBA1-Immunreaktivität. Keine oder sehr wenige braun angefärbte, IBA1-positive Zellen 
konnten im CC Schnitt nachgewiesen werden. Der Wert 2 entsprach einer leicht erhöh-
ten anti-IBA1-Immunreaktivität und der Wert 3 einer deutlich erhöhten anti-IBA1-
Immunreaktivität. Zunehmend höhere Anzahlen braun angefärbter, IBA1-positiver Zel-
len konnten im CC nachgewiesen werden. Der Wert 4 entsprach einer sehr hohen anti-
IBA1-Immunreaktivität. Im CC konnten sehr viele IBA1-positive Zellen nachgewiesen 
werden.   
Die immunhistochemische anti-Aldehyde Dehydrogenase 1 Family, Member L1 (anti-
ALDH1L1)-Färbung wurde angefertigt, um eine Astrozytose im CC nachzuweisen. Um 
eine reproduzierbare Quantifizierung der Astrozytenaktivierung zu ermöglichen, wurde 
ebenfalls ein Bewertungssystem entwickelt, welches verschiedene Grade der anti-
ALDH1L1-Immunreaktivität definiert.  
Der Wert 1 entsprach einer physiologisch geringen anti-ALDH1L1-Immunreaktivität. 
Keine oder sehr wenige ALDH1L1-positive Zellen konnten im CC nachgewiesen wer-
den. Der Wert 2 entsprach einer leicht erhöhten anti-ALDH1L1-Immunreaktivität und 
der Wert 3 einer deutlich erhöhten anti-ALDH1L1-Immunreaktivität. Zunehmend höhe-
re Anzahlen braun angefärbter, ALDH1L1-positiver Zellen konnten im CC nachgewie-
sen werden. Der Wert 4 entsprach einer sehr hohen anti-ALDH1L1-Immunreaktivität. 
Im CC konnten sehr viele ALDH1L1-positive Zellen nachgewiesen werden.   
Die Bewertungssysteme der beiden Färbungen sind ebenso beispielhaft an Region 
295 (Sidman et. al.) in Abbildung 8 und 9 dargestellt.  
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Abbildung 8: Demonstration verschieden starker anti-IBA1-Immunreaktivität im Corpus callosum 
(CC)  
A: histologischer Schnitt mit physiologisch sehr niedriger anti-IBA1-Immunreaktivität; entspricht dem Wert 
1 B: histologischer Schnitt mit niedriger anti-IBA1-Immunreaktivität; entspricht dem Wert 2 C: histologi-
scher Schnitt mit hoher anti-IBA1-Immunreaktivität; entspricht dem Wert 3 D: histologischer Schnitt mit 
sehr hoher anti-IBA1-Immunreaktivität; entspricht dem Wert 4 (Maßstab = 100 µm) 
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Abbildung 9: Demonstration verschieden starker anti-ALDH1L1-Immunreaktivität im Corpus callo-
sum (CC)  
A: histologischer Schnitt mit physiologisch sehr niedriger anti-ALDH1L1-Immunreaktivität; entspricht dem 
Wert 1 B: histologischer Schnitt mit niedriger anti-ALDH1L1-Immunreaktivität; entspricht dem Wert 2 C: 
histologischer Schnitt mit hoher anti-ALDH1L1-Immunreaktivität; entspricht dem Wert 3 D: histologischer 
Schnitt mit sehr hoher anti-ALDH1L1-Immunreaktivität; entspricht dem Wert 4 (Maßstab = 100 µm) 
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2.8.3 Beurteilung der akuten axonalen Schädigung  
Die hierfür angefertigte immunhistochemische anti-Amyloid beta precursor A4 fusion 
protein (anti-APPA4)-Färbung zeigt bei akut geschädigten Axonen eine Akkumulation 
von APP. Vesikel beladen mit Membranmaterial und/oder Substanzen, die zur Sekreti-
on bestimmt sind wie zum Beispiel Neurotransmittter werden mittels der Motorproteine 
Kinesin und Dynein entlang der Mikrotubuli transportiert. In Neuronen wird beispiels-
weise das sogenannte Alzheimer Precursor Protein (APP) in tubulären Vesikeln via 
anterogradem Transport zur Synapse transportiert (Kaether, Skehel et al. 2000). Bei 
einem geschädigten Axon wird der Transport an der defekten Stelle unterbrochen und 
APPA4 akkumuliert. Diese Akkumulation kann mittels der durchgeführten immunhisto-
chemischen Färbung gegen APPA4 sichtbar gemacht werden. Im histologischen 
Schnitt wurden sogenannte „Sphäroide“ nachweisbar (Abbildung 10) (Sherriff, Bridges 
et al. 1994, Stone, Singleton et al. 2000).  
Die Fläche des CCs aller Schnitte wurde mit Hilfe des Computerprogramms ImageJ 
2.0.0 für Mac OS X berechnet. Nachfolgend wurden die „Sphäroide“, die sich in der 
zuvor gemessenen Fläche befinden, ausgezählt. Angegeben wurde die Sphäroid-
Anzahl pro mm2. Abbildung 10 zeigt beispielhaft an Region 295 eine durch Cuprizone 
erhöhte Sphäroidendichte.  
Alle Bilder für die Auswertung wurden mit einem „Zeiss Axiophot“ Mikroskop aufge-
nommen (Zeiss, Deutschland), welches mit einer digitalen „Zeiss Axio Cam HRC“ Ka-
mera ausgestattet ist. 
 
	
Abbildung 10: Nachweis von Sphäroiden mittels einer anti-APPA4-immunhistochemischer Färbung  
A: histologisches Bild eines Kontrolltieres. B: Sphäroide nach Cuprizoneintoxikation. (Maßstab = 100 µm) 
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2.8.4 Statistische Auswertung 
Nachdem die Präparate nach oben genannten Bewertungssystemen von zwei Perso-
nen verblindet beurteilt waren, konnten die Daten statistisch ausgewertet werden.  
Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Programms GraphPad Prism (Versi-
on 5.04 für Windows). Die Daten wurden mittels des Kolmogorov-Smirnov-Tests auf 
Normalverteilung geprüft. Im Anschluss erfolgte bei Normalverteilung der Nachweis 
statistisch signifikanter Unterschiede durch eine einfaktorielle ANOVA-Analyse („one -
way analysis of variance“) und einem Bonferroni post-hoc Test. Waren die Werte nicht 
normal verteilt, wurden die Daten mittels des nicht-parametrischen Kruskal-Wallis-
Tests und einem Dunn’s post hoc Test analysiert. Alle Daten wurden als arithmetischer 
Mittelwert ± Standardfehler („Standard Error of the Mean“ (SEM)) angegeben. P-Werte 
≤ 0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen. Signifikante Effekte, die sich in 
Bezug auf die Gruppe mit Cuprizonepulverintoxikation ergaben, wurden durch Stern-
chen hervorgehoben (* p ≤ 0,05, ** p ≤ 0,01). 
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3 Ergebnisse 
3.1 Geringerer Verlust von PLP und LFB-bindenden Proteinen im Corpus cal-
losum nach Fütterung von Cuprizonepellets 
Das CC stellt eine geeignete Gehirnregion für Cuprizone-induzierte Pathologien dar 
(Goldberg, Clarner et al. 2015). Zu diesen gehören vorrangig Demyelinisierung, Astro-
zyten- und Mikrogliaaktivierung und axonaler Schaden. (Kipp, Clarner et al. 2009) 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde zunächst untersucht, ob die verschiedenen 
Applikationsformen (Pulver bzw. Pellet) das Ausmaß der Cuprizone-induzierten 
Demyelinisierung beeinflussen. 
In den Abbildungen 11, 12, 13 und 14 sind die hierfür angefertigten LFB/PAS-
histochemischen als auch anti-PLP-immunhistochemischen Färbungen der Regionen 
265 und 295 nach Sidman et al. gezeigt. Zur Bewertung der Demyelinisierung wurden 
verblindet Werte zwischen 1 (ausgeprägte Demyelinisierung) und 4 (keine Demyelini-
sierung) vergeben. Hohe Werte entsprachen einer hohen LFB-Färbeintensität/ anti-
PLP-Immunreaktivität und niedrige Werte einer niedrigen LFB-Färbeintensität/ anti-
PLP-Immunreaktivität. 
Unter Kontrollbedingungen ergaben sich bei beiden Färbungen erwartungsgemäß ho-
he Werte. In Region 265 ergab sich der Wert 3,9 ± 0,1 (LFB/PAS-Färbung) und der 
Wert 3,7 ± 0,2 (anti-PLP-Färbung); in Region 295 der Wert 4,0 ± 0 (LFB/PAS-Färbung) 
und der Wert 3,7 ± 0 (anti-PLP-Färbung). 
Bei der Auswertung der LFB-Färbeintensität nach Cuprizoneintoxikation ergab sich in 
Region 265 bei den mit Pulver-behandelten Tieren der Wert 1,0 ± 0; bei den mit Pellets 
e.d.-behandelten Tieren der Wert 2,2 ± 0,25 und bei den mit Pellets h.d.-behandelten 
Tieren der Wert 1,38 ± 0,24 (Abbildung 11). In Region 295 ergab sich nach Cuprizon-
eintoxikation bei den mit Pulver-behandelten Tieren der Wert 1,0 ± 0, bei den mit Pel-
lets e.d.-behandelten Tieren der Wert 2,5 ± 0,16 und bei den mit Pellets h.d.-
behandelten Tieren der Wert 1,8 ± 0,25 (Abbildung 12). In Region 295 war die höhere 
LFB-Färbeintensität zwischen den mit Pulver-behandelten Tieren und den mit Pellets 
e.d.- behandelten Tieren statistisch signifikant (p ≤ 0.05).  
Bei der Auswertung der anti-PLP-Immunreaktivität nach Cuprizoneintoxikation ergab 
sich in Region 265 bei den mit Pulver-behandelten Tieren der Wert 1,0 ± 0, bei den mit 
Pellets e.d.-behandelten Tieren der Wert 2,4 ± 0,24 und bei den mit Pellets h.d.-
behandelten Tieren der Wert 2,0 ± 0 (Abbildung 13). In Region 295 ergab sich nach 
Cuprizoneintoxikation bei den mit Pulver-behandelten Tieren der Wert 1,0 ± 0, bei den 
mit Pellets e.d.-behandelten Tieren der Wert 3,0 ± 0 und bei den mit Pellets h.d.-
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behandelten Tieren der Wert 1,8 ± 0,2 (Abbildung 14). Die höhere anti-PLP-
Immunreaktivität zwischen den mit Pulver-behandelten Tieren und den mit Pellets e.d.- 
behandelten Tieren war in beiden Regionen statistisch signifikant (p ≤ 0.05).  
Da LFB an Proteine der Myelinscheiden bindet, legt eine hohe LFB-Farbintensität oder 
hohe Werte eine physiologische Myelindichte nahe, während niedrige Farbintensität 
oder niedrige Werte für Demyelinisierung sprechen. PLP ist ein Bestandteil von Mye-
linscheiden, sodass hier ebenfalls bei niedriger anti-PLP-Immunreaktivität oder niedri-
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Abbildung 11: Auswirkung unterschiedlicher Applikationsformen auf die LFB-Färbeintensität im 
Corpus callosum (CC) in Region 265  
A: Der rot umrahmte Bereich im CC des koronaren Gehirnschnittes stellt das in den fotografischen Abbil-
dungen dargestellte Areal dar B: Beurteilung der von der Applikationsform abhängigen LFB-
Färbeintensität nach dem beschriebenen Bewertungssystem. C: Sehr hohe LFB-Färbeintensität im CC 
von Kontrolltieren D: Sehr niedrige LFB-Färbeintensität im CC von Pulver-behandelten Tieren E: Hohe 
LFB-Färbeintensität im CC von Pellet e.d.-behandelten Tieren F: Niedrige LFB-Färbeintensität im CC von 
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Abbildung 12: Auswirkung unterschiedlicher Applikationsformen auf die LFB-Färbeintensität im 
Corpus callosum (CC) in Region 295 
A: Der umrahmte Bereich im CC des koronaren Gehirnschnittes stellt das in den fotografischen Abbildun-
gen dargestellte Areal dar B: Beurteilung der von der Applikationsform abhängigen LFB-Färbeintensitäten 
nach dem beschriebenen Bewertungssystem C: Sehr hohe LFB-Färbeintensität im CC von Kontrolltieren 
D: Sehr niedrige LFB-Färbeintensität im CC von Pulver-behandelten Tieren E: Hohe LFB-Färbeintensität 
im CC von Pellet e.d.-behandelten Tieren F: Niedrige LFB-Färbeintensität im CC von Pellet h.d.-
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Abbildung 13: Auswirkung unterschiedlicher Applikationsformen auf den immunhistochemischen 
Nachweis von PLP im Corpus callosum (CC) in Region 265 
A: Der umrahmte Bereich im CC des koronaren Gehirnschnittes stellt das in den fotografischen Abbildun-
gen dargestellte Areal dar B: Beurteilung der von der Applikationsform abhängigen anti-PLP-
Immunreaktivität nach dem beschriebenen Bewertungssystem. C: Hohe anti-PLP-Immunreaktivität im CC 
von Kontrolltieren. D: nahezu aufgehobene anti-PLP-Immunreaktivität im CC von Pulver-behandelten 
Tieren E: Mittelstarke anti-PLP-Immunreaktivität im CC von Pellet e.d.-behandelten Tieren F: Leichte anti-
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Abbildung 14: Auswirkung unterschiedlicher Applikationsformen auf den immunhistochemischen 
Nachweis von PLP im Corpus callosum (CC) in Region 295 
A: Der umrahmte Bereich im CC des koronaren Gehirnschnittes stellt das in den fotografischen Abbildun-
gen dargestellte Areal dar B: Beurteilung der von der Applikationsform abhängigen anti-PLP-
Immunreaktivität nach dem beschriebenen Bewertungssystem C: Hohe anti-PLP-Immunreaktivität im CC 
von Kontrolltieren D: nahezu aufgehobene anti-PLP-Immunreaktivität im CC von Pulver-behandelten Tie-
ren E: Mittelstarke anti-PLP-Immunreaktivität im CC von Pellet e.d.-behandelten Tieren F: Leichte anti-
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3.2 Geringere IBA1- Expression im Corpus callosum nach Fütterung von 
Cuprizonepellets 
In einem nächsten Schritt wurde untersucht, ob die verschiedenen Applikationsformen 
(Pulver bzw. Pellet) das Ausmaß der Cuprizone-induzierten Mikrogliaaktivierung beein-
flussen. 
In den Abbildungen 15 und 16 sind die hierfür angefertigten anti-IBA1-
immunhistochemische Färbungen der Regionen 265 und 295 nach Sidman et al. ge-
zeigt. Zur Bewertung der Mikrogliaaktivierung wurden verblindet Werte zwischen 1 
(keine Mikrogliaaktivierung) und 4 (ausgeprägte Mikrogliaaktivierung) vergeben. Hohe 
Werte entsprachen einer hohen anti-IBA1-Immunreaktivität und niedrige Werte einer 
niedrigen anti-IBA1-Immunreaktivität.  
Unter Kontrollbedingungen ergaben sich mit dem Wert 1 ± 0 in beiden Regionen er-
wartungsgemäß niedrige Werte. 
Bei der Auswertung der anti-IBA1-Immunreaktivität nach Cuprizoneintoxikation ergab 
sich in Region 265 bei den mit Pulver-behandelten Tieren der Wert 3,6 ± 0,19, bei den 
mit Pellets e.d.-behandelten Tieren der Wert 2,4 ± 0,19 und bei den mit Pellets h.d.-
behandelten Tieren der Wert 3,0 ± 0 (Abbildung 15). In Region 295 ergab sich nach 
Cuprizoneintoxikation bei den mit Pulver-behandelten Tieren der Wert 3,7 ± 0,12, bei 
den mit Pellets e.d.-behandelten Tieren der Wert 2,5 ± 0,39 und bei den mit Pellets 
h.d.-behandelten Tieren der Wert 3,2 ± 0,25 (Abbildung 16).  
IBA1 ist ein Protein, welches im Gehirn vor allem von Mikroglia produziert wird. Daher 
spricht eine erhöhte anti-IBA1-Immunreaktivität für eine Hyperplasie (Vermehrung) und 
Hypertrophie (Vergrößerung) dieser Zellen. Die IBA1-positiven Zellen im Gehirn der 
Kontrolltiere zeigten in Vergrößerung schlanke, runde Zellkörper mit dünnen, verzweig-
ten Fortsätzen. Nach Cuprizoneintoxikation waren die IBA1-positiven Zellen hingegen 
nicht nur hyperplastisch und hypertroph, sondern zeigten passend zum aktivierten 
Phänotyp einer Mikrogliazelle geschwollene Zellkörper mit kurzen, weniger verzweig-
ten Fortsätzen.  
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Abbildung 15: Auswirkung unterschiedlicher Applikationsformen auf den immunhistochemischen 
Nachweis von IBA1 im Corpus callosum (CC) in Region 265  
A: Der umrahmte Bereich im CC des koronaren Gehirnschnittes stellt das in den fotografischen Abbildun-
gen dargestellte Areal dar B: Beurteilung der von der Applikationsform abhängigen anti-IBA1-
Immunreaktivität nach dem beschriebenen Bewertungssystem C: Sehr niedrige anti-IBA1-Immunreaktivität 
im CC von Kontrolltieren. D: Hohe bis sehr hohe anti-IBA1-Immunreaktivität im CC von Pulver-
behandelten Tieren E: mäßige anti-IBA1-Immunreaktivität im CC von Pellet e.d.-behandelten Tieren F: 
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Abbildung 16: Auswirkung unterschiedlicher Applikationsformen auf den immunhistochemischen 
Nachweis von IBA1 im Corpus callosum (CC) in Region 295 
A: Der umrahmte Bereich im CC des koronaren Gehirnschnittes stellt das in den fotografischen Abbildun-
gen dargestellte Areal dar B: Beurteilung der von der Applikationsform abhängigen anti-IBA1-
Immunreaktivität nach dem beschriebenen Bewertungssystem C: Sehr niedrige anti-IBA1-Immunreaktivität 
im CC von Kontrolltieren D: Hohe bis sehr hohe anti-IBA1-Immunreaktivität im CC von Pulver-behandelten 
Tieren E: Mäßige anti-IBA1-Immunreaktivität im CC von Pellet e.d.-behandelten Tieren F: Hohe IBA1-
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3.3 Vergleichbare ALDH1L1-Expression im Corpus callosum nach Fütterung 
von Cuprizonepellets 
	
In einem nächsten Schritt wurde untersucht, ob die verschiedenen Applikationsformen 
(Pulver bzw. Pellet) das Ausmaß der Cuprizone-induzierten Astrozytenaktivierung be-
einflussen.  
In den Abbildungen 17 und 18 sind die hierfür angefertigten anti-ALDH1L1-
immunhistochemischen Färbungen der Regionen 265 und 295 nach Sidman et al. ge-
zeigt. Zur Bewertung der Astrozytenaktivierung wurden verblindet Werte zwischen 1 
(keine Astrozytenaktivierung) und 4 (ausgeprägte Astrozytenaktivierung) vergeben. 
Hohe Werte entsprachen einer hohen anti-ALDH1L1-Immunreaktivität und niedrige 
Werte einer niedrigen anti-ALDH1L1-Immunreaktivität. 
Unter Kontrollbedingungen ergaben sich mit dem Wert 1,2 ± 0,2 in Region 265 und 
dem Wert 1 ± 0 in Region 295 erwartungsgemäß niedrige Werte. 
Bei der Auswertung der anti-ALDH1L1-Immunreaktivität nach Cuprizoneintoxikation 
ergab sich in Region 265 bei den mit Pulver-behandelten Tieren der Wert 2,5 ± 0,54; 
bei den mit Pellets e.d.-behandelten Tieren der Wert 2,6 ± 0,29 und bei den mit Pellets 
h.d.-behandelten Tieren der Wert 2,5 ± 0,32 (Abbildung 17). In Region 295 ergab sich 
nach Cuprizoneintoxikation bei den mit Pulver-behandelten Tieren der Wert 2,8 ± 0,34, 
bei den mit Pellets e.d.-behandelten Tieren der Wert 2,0 ± 0,35 und bei den mit Pellets 
h.d.-behandelten Tieren der Wert 2,88 ± 0,55 (Abbildung 18). ALDH1L1 ist ein Marker 
für Astrozyten, sodass eine hohe anti-ALDH1L1-Immunreaktivität eine Astrozytenakti-
vierung widerspiegelt.  
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Abbildung 17: Auswirkung unterschiedlicher Applikationsformen auf den immunhistochemischen 
Nachweis von ALDH1L1 im Corpus callosum (CC) in Region 265  
A: Der umrahmte Bereich im CC des koronaren Gehirnschnittes stellt das in den fotografischen Abbildun-
gen dargestellte Areal dar B: Beurteilung der von der Applikationsform abhängigen anti-ALDH1L1-
Immunreaktivität nach dem beschriebenen Bewertungssystem C: Sehr niedrige anti-ALDH1L1-
Immunreaktivität im CC von Kontrolltieren. D: Deutliche anti-ALDH1L1-Immunreaktivität im CC von Pulver-
behandelten Tieren E: Deutliche anti-ALDH1L1-Immunreaktivität im CC von Pellet e.d.-behandelten Tieren 
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Abbildung 18: Auswirkung unterschiedlicher Applikationsformen auf den immunhistochemischen 
Nachweis von ALDH1L1 im Corpus callosum (CC) in Region 295 
A: Der umrahmte Bereich im CC des koronaren Gehirnschnittes stellt das in den fotografischen Abbildun-
gen dargestellte Areal dar B: Beurteilung der von der Applikationsform abhängigen anti-ALDH1L1-
Immunreaktivität nach dem beschriebenen Bewertungssystem C: Sehr niedrige anti- ALDH1L1-
Immunreaktivität im CC von Kontrolltieren. D: Deutliche anti-ALDH1L1-Immunreaktivität im CC von Pulver-
behandelten Tieren E: Mäßige anti-ALDH1L1-Immunreaktivität im CC von Pellet e.d.-behandelten Tieren 
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3.4 Geringere Sphäroidendichte im Corpus callosum nach Fütterung von 
Cuprizonepellets 
Abschließend wurde untersucht, ob die verschiedenen Applikationsformen (Pulver 
bzw. Pellet) das Ausmaß des Cuprizone-induzierten, akuten axonalen Schadens be-
einflussen.  
In den Abbildungen 19 und 20 sind die hierfür angefertigten anti-APPA4-
immunhistochemischen Färbungen der Regionen 265 und 295 nach Sidman et al. ge-
zeigt. Die APP-positiven Sphäroide wurden durch manuelle Auszählung mit Hilfe des 
Computerprogramms ImageJ ausgewertet. Die Sphäroide wiesen eine eiförmige bis 
regentropfenartige Form auf. 
Unter Kontrollbedingungen waren in beiden untersuchten Regionen erwartungsgemäß 
keine Sphäroide nachweisbar. 
In Region 265 konnten nach Cuprizoneintoxikation bei den mit Pulver-behandelten 
Tieren 498 ± 110 Sphäroiden/mm2, bei den mit Pellets (e.d.)-behandelten Tieren 228 ± 
99 Sphäroiden/mm2 und bei den mit Pellets (h.d.)-behandelten Tieren 436 ± 129 
Sphäroiden/mm2  nachgewiesen werden (Abbildung 19). 
In Region 295 konnten bei den mit Pulver-behandelten Tieren 502 ± 75 Sphäroi-
den/mm2, bei den mit Pellets e.d.-behandelten Tieren 112 ± 54 und bei den mit Pellet 
h.d.-behandelten Tieren 542 ± 98 Sphäroiden/mm2 nachgewiesen werden (Abbildung 
20). In Region 295 war die geringere Sphäroidendichte zwischen den mit Pulver-
behandelten Tieren und den mit Pellets (e.d.)-behandelten Tieren statistisch signifikant 
(p ≤ 0.01).   
Da APP an der geschädigten Stelle von Axonen akkumuliert, spiegelt eine erhöhte 
anti-APPA4-Immunreaktivität akuten axonalen Schaden wider.  
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Abbildung 19: Auswirkung unterschiedlicher Applikationsformen auf die Sphäroidendichte im 
Corpus callosum (CC) in Region 265 anhand einer anti-APPA4-Färbung 
A: Der umrahmte Bereich im CC des koronaren Gehirnschnittes stellt das in den fotografischen Abbildun-
gen dargestellte Areal dar B: Beurteilung der von der Applikationsform abhängigen Sphäroidendichte 
anhand einer anti-APPA4-Färbung C: Ein CC von Kontrolltieren ohne nachweisbare Sphäroide D: Stark 
erhöhte Sphäroidendichte im CC von Pulver-behandelten Tieren E: leicht erhöhte Sphäroidendichte im CC 
von Pellet e.d.-behandelten Tieren F: Mittelstark bis stark erhöhte Sphäroidendichte im CC von Pellet h.d.-
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Abbildung 20: Auswirkung unterschiedlicher Applikationsformen auf die Sphäroidendichte im 
Corpus callosum (CC) in Region 295 anhand einer anti-APPA4-Färbung 
A: Der umrahmte Bereich im CC des koronaren Gehirnschnittes stellt das in den fotografischen Abbildun-
gen dargestellte Areal dar B: Beurteilung der von der Applikationsform abhängigen Sphäroidendichte 
anhand einer anti-APPA4-Färbung C: Ein CC von Kontrolltieren ohne nachweisbare Sphäroide. D: Stark 
erhöhte Sphä-roidendichte im CC von Pulver-behandelten Tieren E: Leicht erhöhte Sphäroidendichte im 
CC von Pellet e.d.-behandelten Tieren F: Stark erhöhte Sphäroidendichte im CC von Pellet h.d.-
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4 Diskussion  
	
Mit dieser Studie konnte nachgewiesen werden, dass die Applikationsform von 
Cuprizone das Ausmaß von Cuprizone-induzierten Pathologien beeinflusst. Augen-
merk lag bei dieser Vergleichsstudie auf den bereits bekannten Cuprizone-induzierten 
Veränderungen wie Demyelinisierung, Astrozytose, Mikrogliose und akuter axonaler 
Schaden.  
Die niedrigere LFB-Färbeintensität und anti-PLP-Immunreaktivität nach Pulverfütterung 
als nach Pelletfütterung wurde als stärkere Demyelinisierung interpretiert; die höhere 
anti-IBA1-Immunreaktivität als stärkere Mikrogliose und die höhere Sphäroidendichte 
als stärkerer akuter axonaler Schaden. Die erhobenen Daten belegen demnach, dass 
eine Pulverbehandlung eine reproduzierbare, vollständige Demyelinisierung sowie eine 
reproduzierbare ausgeprägte Mikrogliose und axonalen Schaden im CC von 
C57BL/JRj6-Mäusen induziert. 
Interessanterweise führten alle Applikationsformen zu einer vergleichbaren anti-
ALDH1L1-Immunreaktivität. Da diese als Korrelat für Astrozytose interpretiert wurde, 
stellt dies den einzigen untersuchten Parameter dar, der kaum fütterungsabhängige 
Unterschiede aufwies.  
Die Verabreichung von Cuprizonepulver bleibt deshalb in Bezug auf Effektivität die 
Methode der Wahl, obwohl die Herstellung aufwendig ist und ein mögliches Gesund-
heitsrisiko für beteiligte Personen birgt.  
4.1 Der Wirkmechanismus von Cuprizone 
Obwohl Cuprizone eine vergleichsweise einfache Strukturformel besitzt, konnte der 
genaue Wirkmechanismus von Cuprizone nach jahrelanger Forschung nicht abschlie-
ßend geklärt werden.  
Bereits zu Beginn der Forschungsarbeiten wurden nach Verabreichung von Cuprizone 
niedrige Kupferspiegel bei Mäusen beobachtet (Nilsson 1950, Kesterson and Carlton 
1971, Pattison and Jebbett 1971, Ludwin 1978). Ob die toxischen Eigenschaften auf 
eine Chelatierung mit Kupfer oder anderen Schwermetallen wie beispielsweise Eisen, 
Zink oder Mangan (Hoppel and Tandler 1973, Zatta, Raso et al. 2005) zurückführen 
sind, ist weiterhin unklar. Dass Mangelzustände dieser Stoffe jedoch keine vergleich-
baren morphologischen oder histopathologischen Veränderungen hervorrufen und die 
Gabe von Kupfer die Toxizität von Cuprizone nicht aufheben kann (Carlton 1967), stel-
len diese Hypothese in Frage. Vielfach untersucht ist der Einfluss von Cuprizone auf 
Mitochondrien. Einige Studien belegen eine durch Cuprizone-induzierte Formation von 
Diskussion  44 
Megamitochondrien in Leber und Gehirn (Hiremath, Saito et al. 1998, Biancotti, Kumar 
et al. 2008, Acs and Komoly 2012). Diese entstehen durch Vergrößerung, Fusion oder 
Inhibierung von Zellteilung (Suzuki and Kikkawa 1969, Tandler and Hoppel 1973). Mi-
tochondriale Veränderungen beschränken sich jedoch nicht nur auf die Morphologie 
des Zellorganells, sondern betreffen ferner zugehörige Enzyme wie Cytochrom-C-
Oxidase und Monoaminooxidase (Venturini 1973). Die Hauptfunktion von Mitochond-
rien ist die Bereitstellung von Energie über die Atmungskette. Folglich ist davon auszu-
gehen, dass die durch Cuprizone ausgelöste mitochondriale Dysfunktion oxidativen 
Stress in Oligodendrozyten auslöst, welcher dann zu Zelltod und Demyelinisierung 
führt (Matsushima and Morell 2001, Binder, Cate et al. 2008).  
Interessanter Weise stellten Benardais und Kollegen fest, dass Cuprizone in vitro die 
Anzahl von reifen Oligodendrozyten reduziert, während das Überleben von Mikroglia 
und Astrozyten unbeeinflusst blieb (Benardais, Kotsiari et al. 2013). Die Ursache der 
selektiven Toxizität von Cuprizone gegenüber Oligodendrozyten ist bislang nicht voll-
ständig verstanden. Ein möglicher Erklärungsansatz sind jedoch Mutationen in der mi-
tochondrialen DNA (mtDNA) mit konsekutiv „gestressten“ Oligodendrozyten und erhöh-
ten Spiegeln reaktiver Sauerstoffspezies (Wang, Wu et al. 2013). Oligodendrozyten 
weisen im Vergleich zu anderen Zellreihen eingeschränkte Reparaturmechanismen für 
mtDNA auf (Hollensworth, Shen et al. 2000) und könnten daher anfälliger für Cuprizo-
ne-induzierte Veränderungen sein. Da die Anzahl von Mitochondrien an den Energie-
bedarf der jeweiligen Zellen angepasst ist, könnte die Vulnerabilität von Oligodendrozy-
ten ebenfalls auf den enormen Energiebedarf zurückgeführt werden.  
4.2 Die kontroverse Rolle beteiligter Zellpopulationen und ihr Zusammenspiel 
Warum führt die Verabreichung von Cuprizone trotz der selektiven Oligodendrozyten-
toxizität zu Mikrogliose und Astrozytose?  
Oligodendrozyten, Mikroglia und Astrozyten bilden ein komplexes Netzwerk aus pro-
tektiven und destruktiven Eigenschaften. Die ursprünglich bekannten Hauptfunktionen 
dieser ZNS-Zellen konnten durch viele Forschungsarbeiten erweitert werden – Mikrog-
lia sind nicht nur Makrophagen, Astrozyten nicht nur Stützzellen und Oligodendrozyten 
nicht nur Produzenten von Myelinscheiden der Axone. 
Oligodendrozyten sezernieren eine Vielzahl von Signalmolekülen, die immunologische 
Prozesse regulieren (Cannella and Raine 2004, Balabanov, Strand et al. 2007, 
Merabova, Kaminski et al. 2012, Moyon, Dubessy et al. 2015). Sowohl in vivo als auch 
in vitro zeigten „gestresste“ Oligodendrozyten zum Beispiel eine vermehrte Expression 
von Interleukin-6 (IL-6) (Scheld, Fragoulis et al. 2018). Diese Daten unterstützen die 
Annahme, dass geschädigte Oligodendrozyten in der Lage sind mittels verschiedener 
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Chemokine und Zytokine, wie zum Beispiel IL-6, Mikrogliazellen zu rekrutieren. Barnett 
und Kollegen stützen diese Theorie, indem sie in physiologisch erscheinender weißer 
Substanz MS-Erkrankter, Bereiche mit ausgeprägter Oligodendrozytenapoptose ohne 
Anwesenheit von Immunzellinfiltraten feststellten (Barnett and Prineas 2004). Dies 
stützt die Annahme, dass die Schädigung von Oligodendrozyten zur Infiltration von 
Immunzellen führt und der Entzündungsreaktion vorausgeht. Buschmann und Kollegen 
beobachteten eine frühzeitige Cuprizone-induzierte Mikrogliose und Oligodendrozyten-
schädigung ohne Demyelinisierung (Buschmann, Berger et al. 2012). Diese Ergebnis-
se decken sich mit früheren Beobachtungen von Hiremath und Kollegen (Hiremath, 
Saito et al. 1998). Demzufolge scheint nicht nur die Schädigung von Oligodendrozyten, 
sondern auch die Mikrogliaaktivierung der Demyelinisierung vorauszugehen. Auch 
wenn die zeitliche Abfolge von Mikrogliainvasion und Demyelinisierung mehrfach be-
stätigt werden konnte, (Skripuletz, Bussmann et al. 2010) sind weitere Studien zur ab-
schließenden Klärung des zeitlichen Aktivierungsmusters sowie Identifikation ihres 
zellulären Ursprungs und deren Einfluss auf Neuroinflammation erforderlich.  
Eine in vitro Studie stützt die bereits von Hiremath und Kollegen aufgestellte These, 
dass Mikroglia aktiv an der Schädigung von Myelin und Oligodendrozyten beteiligt sein 
könnten. Cuprizone konnte seine Toxizität gegen Oligodendrozyten lediglich in Anwe-
senheit von Tumornekrose Faktor alpha (TNF-α)  und Interferon gamma (IFN-γ)  entfal-
ten (Pasquini, Calatayud et al. 2007). Beide Zytokine werden von aktivierten Mikroglia 
sezerniert. Ein weiterer von Mikroglia produzierter Botenstoff ist Interleukin 1β (IL-1β) 
(Liberto, Albrecht et al. 2004). Bereits fünfzehn Minuten nach einer traumatischen 
Schädigung des ZNS konnte IL-1β nachgewiesen werden (Herx, Rivest et al. 2000). 
Mikroglia können ohne nachweisbare neuropathologische Veränderungen aktiviert 
werden und scheinen sensibel auf metabolischen Stress zu reagieren (Raivich, 
Bohatschek et al. 1999). Eine ebenso sensible Reaktion dieser Zellen auf Cuprizonein-
toxikation ist daher naheliegend. Es ist anzunehmen, dass bereits eine geringe Schä-
digung, zum Beispiel durch Cuprizonepellets, für die Rekrutierung von Mikroglia aus-
reichend ist. Dies könnte einen Erklärungsansatz darstellen, warum beide untersuch-
ten Applikationsformen in der Lage waren eine Mikrogliose zu induzieren, die sich in 
Bezug auf Ausmaß weniger unterschied, als das Ausmaß von Demyelinisierung. Ob 
eine Verlängerung der Fütterungsdauer mit Cuprizonepellets zu vollständiger Demyeli-
nisierung führt, bleibt spekulativ. Hervorzuheben sind dennoch einige protektive Ein-
flüsse von Mikroglia insbesondere in Bezug auf Remyelinisierung und Inflammation. 
Beispielsweise verbessert die Phagozytose von „Myelintrümmern“ Remyelinisierungs-
prozesse (Kotter, Li et al. 2006) und die Sekretion antiinflammatorischer Faktoren (In-
terleukin 10 (IL-10) und Transforming-Growth-Faktor beta (TGF-β)) dämmt die Entzün 
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dungsreaktion ein (Boven, Van Meurs et al. 2006).  
Das bereits zuvor genannte proinflammatorische Zytokin IL-1β wird nicht nur von 
Mikroglia, sondern auch von Astrozyten sezerniert (Mason, Suzuki et al. 2001). Obwohl 
IL-1β in vitro zytotoxisch für reife Oligodendrozyten ist (Merrill 1991), spielt es für 
Remyelinisierungsprozesse eine entscheidende Rolle. Mason und Kollegen konnten 
nachweisen, dass IL-1β Knockout Mäuse nach Cuprizoneintoxikation signifikant weni-
ger remyelinisieren. Ursächlich schien eine verzögerte Proliferation von Oligodendrozy-
tenvorläuferzellen, aufgrund mangelnder Expression von Insulin growth factor 1 (IGF-
1) (Mason, Suzuki et al. 2001). IGF-1 ist ein von Astrozyten gebildeter Wachstumsfak-
tor, der für die Differenzierung und Maturation zu myelinproduzierenden Oligodendro-
zyten erforderlich ist. Astrozyten sind mit 90% die häufigsten Zellen unseres ZNS (He 
and Sun 2007) und stellen eine bedeutend heterogene Gruppe dar. Basierend auf 
Zellmorphologie und anatomischer Lage werden sie in zwei Subtypen eingeteilt - pro-
toplasmatische und fibröse Astrozyten. Eine ihrer Hauptfunktionen ist die Aufrechter-
haltung der BHS (Liedtke, Edelmann et al. 1996, Abbott 2000). Nicht nur die Zellforts-
ätze als anatomischer Bestandteil, sondern auch von ihnen sezernierte Moleküle sind 
die Grundlage ihrer „Wächterfunktion“ zwischen Blutkreislauf und Hirngewebe. Über 
die Sekretion von TNFα, IL-1β und IL-6 können Astrozyten beispielsweise während der 
Inflammation die Permeabilität der BHS steigern (Schwaninger, Sallmann et al. 1999, 
Didier, Romero et al. 2003, Kim, Kim et al. 2006). GFAP, ein von Astrozyten exprimier-
tes Intermediärfilament, ist nicht nur für den Erhalt der BHS, sondern auch für Vaskula-
risation (Liedtke, Edelmann et al. 1996) und Schutz nach traumatischen Verletzungen 
entscheidend (Nawashiro, Messing et al. 1998, Faulkner, Herrmann et al. 2004). Ast-
rozyten formen Narben um geschädigte ZNS-Bereiche aus dicht verzweigten, filamen-
tösen Fortsätzen (Eng, Reier et al. 1987, Reier and Houle 1988) mit erhöhter Expres-
sion von GFAP, Nestin und Vimentin (Norton, Aquino et al. 1992). Diese „Glianarbe“ 
fungiert als Barriere sich ausbreitender Gewebsschädigung und Schutz vor entzün-
dungsassoziierter Demyelinisierung (Nair, Frederick et al. 2008). Dieser „Narbe“ wer-
den jedoch nicht nur protektive Eigenschaften zugeschrieben. Beispielsweise werden 
effektive Remyelinisierungsprozesse unterbunden, da Oligodendrozytenvorläuferzellen 
sie nicht passieren und in demyelinisierte Bereiche migrieren können (Blakemore and 
Crang 1989, Fok-Seang, Smith-Thomas et al. 1995, Wilby, Muir et al. 1999). Für die 
von Astrozyten sezernierten Zytokine, FGF-2 und TNF-α, konnten ebenfalls krankheits-
fördernde Aspekte nachgewiesen werden. FGF-2 ist ebenso wie IGF-1 für die Prolife-
ration und Vitalität von Oligodendrozyten grundlegend, scheint aber bei Überproduktion 
durch Astrozyten Remyelinisierung zu beeinträchtigen (Messersmith, Murtie et al. 
2000, Nair, Frederick et al. 2008). Die Freisetzung von TNF-α hemmt Neuritenwachs-
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tum und schädigt Oligodendrozyten (Neumann, Schweigreiter et al. 2002). Einige For-
schungsgruppen bringen ihre destruktiven Auswirkungen in Zusammenhang mit von 
ihnen produzierten Zytokinen und Chemokinen, die durch Rekrutierung von T-Zellen, 
Mikroglia und Makrophagen Demyelinisierung verstärken (De Keyser, Laureys et al. 
2010). Die multifunktionelle und kontroverse Rolle von Astrozyten und Mikroglia und 
ihre diversen Beteiligungen während Demyelinisierung, Remyelinisierung und Inflam-
mation sind bislang nur unvollständig verstanden. Astrozyten und Mikroglia sind ein 
passendes Beispiel für die komplexe Zell-Zell-Interaktion unseres ZNS. Neben direkten 
Wechselwirkungen wurden viele pro- und antiinflammatorische Moleküle nachgewie-
sen, die zur Reziprozität beitragen und über protektive oder destruktive Wirkungen 
entscheiden. Eine Klassifikation in „Freund- und Feindzellen“ ist daher nicht möglich. 
Die Zell-Zell-Kommunikation könnte jedoch dazu beitragen, dass eine Intoxikation 
durch Cuprizonepellets genügt, um Signalkaskaden dieses Zusammenspiels zu akti-
vieren, das Gleichgewicht zu stören und Mikrogliose und Astrozytose auszulösen. Ei-
nige Forschungsarbeiten beschäftigten sich unlängst mit zeitlichen Aktivierungsmus-
tern. Es ist möglich, dass die Gabe von Cuprizone zunächst eine Astrozytenaktivie-
rung, Mikrogliose und Oligodendrozytenschädigung induziert und Demyelinisierung 
das Endprodukt eines komplexen Zusammenspiels dieser aktivierten bzw. geschädig-
ten Zelltypen darstellt. Ob eine verlängerte Fütterungsdauer von Cuprizonepellets eine 
vollständige Demyelinisierung induziert oder ob andere Faktoren bedingen, dass das 
Ausmaß von Astrozytose als einziger Parameter nach Pelletgabe der Pulverfütterung 
ähnelt, ist in nachfolgenden Forschungsarbeiten zu klären.  
4.3 Neurodegeneration im Cuprizone-Modell 
Axonale Degeneration wurde im Rahmen von MS-Pathologien früh erwähnt, erlangte 
jedoch in jüngster Zeit wieder mehr Aufmerksamkeit. Ob Degeneration nachfolgende 
Inflammation bedingt oder umgekehrt, wird kontrovers diskutiert. Da sich bei Untersu-
chungen an Hirngewebe MS Erkrankter sowohl neurodegenerative als auch inflamma-
torische Pathologien nachweisen lassen, bleibt das „Ursache-Wirkungs-Prinzip“ weiter 
unklar. 
In Übereinstimmung mit anderen Forschungsarbeiten konnte die vorliegende Arbeit 
bestätigen, dass axonaler Schaden nach Cuprizone-induzierter Demyelinisierung auf-
tritt. Hierfür wurde die immunhistochemische Färbung gegen APP verwendet. APP ist 
ein Membranprotein und wird als physiologischer Bestandteil neuronaler Zellen über 
anterograden axonalen Transport transportiert. In gesundem Gewebe liegt APP im 
Axon unterhalb der Nachweisgrenze und lässt sich mittels immunhistochemischer Ver-
fahren nicht darstellen. Durch seine Akkumulation an verletztem Gewebe werden, wie 
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in Punkt 2.8.3 beschrieben, sogenannte „Sphäroide“ histologisch sichtbar. Bereits we-
nige Minuten nach traumatischen Hirnverletzungen lässt sich APP histologisch nach-
weisen (Gentleman, Nash et al. 1993) und wird daher als sensiblen Marker für eine 
akute axonale Verletzung herangezogen.  
MS zeichnet sich durch einen plötzlichen Beginn mit rascher klinischer Verschlechte-
rung aus, welche in kurzer Zeit zu erheblichen körperlichen Behinderungen führen 
kann (Lublin and Reingold 1996). Man nimmt an, dass axonaler Schaden und Synap-
sendysfunktion das histopathologische Korrelat für bleibende neurologische Defizite 
bei MS-Erkrankten darstellt (Kornek and Lassmann 1999, Mandolesi, Grasselli et al. 
2012, Rossi, Furlan et al. 2012, Zendedel, Beyer et al. 2013). Myelinscheiden sind für 
den Erhalt axonaler Integrität erforderlich. Die Vulnerabilität demyelinisierter Axone 
wird beispielsweise auf Schädigungen durch intrinsische und extrinsische Immunzellen 
(Newman, Woolley et al. 2001, Smith and Lassmann 2002) oder auf einen erhöhten 
Energiebedarf zurückgeführt (Craner, Newcombe et al. 2004). Aktiv demyelinisierte 
Läsionen zeigen dementsprechend die stärkste axonale Schädigung. Interessanter-
weise scheint sich axonale Schädigung jedoch nicht auf demyelinisierte Bereiche zu 
beschränken. Bereiche um aktive Läsionen wie Areale in physiologisch erscheinender 
weißer Substanz weisen ebenso axonale Schäden auf (Kutzelnigg, Lucchinetti et al. 
2005, Frischer, Bramow et al. 2009). Griffiths und Kollegen beobachteten bei Mäusen 
mit PLP-DM20-Mangel verdickte und degenerierte Axone bei unauffälliger Struktur der 
Myelinscheiden (Griffiths, Klugmann et al. 1998). Axonale Schädigung ohne signifikan-
te Demyelinisierung konnten nachfolgendende Studien bestätigen (Garbern, Yool et al. 
2002). Dass sowohl demyelinisierungsassoziierte, als auch hiervon unabhängige diffu-
se axonale Schädigung das histopathologische Bild charakterisieren, wird durch eine 
deutlichere axonale Schädigung bei geringerer Demyelinisierung durch Pellets, insbe-
sondere in höherer Dosierung (h.d.), gestützt. Weitere Studien wiesen eine starke Kor-
relation zwischen Mikrogliaaktivierung und axonaler Schädigung nach (Ferguson, 
Matyszak et al. 1997, Trapp, Peterson et al. 1998). Dass bei erhöhter Konzentration in 
Cuprizonepellets sowohl Mikrogliaaktivierung als auch axonaler Schaden ausgeprägter 
waren, unterstützen die Annahme, dass Mikroglia über Sekretion von Signalmolekülen 
zu axonalem Schaden beitragen könnten. 
Bislang bestehen keine therapeutischen Optionen, die progrediente körperliche Behin-
derung MS-Erkrankter verhindern, obwohl sie zur Reduktion der Schubhäufigkeit und 
Schubintensität führen (Panitch, Miller et al. 2004). Forschungsarbeiten, die insbeson-
dere die komplexen Prozesse in Bezug auf Remyelinisierung und axonalem Schaden 
entschlüsseln, könnten vielversprechende Grundlagen für zukünftige Medikamente 
bieten.   
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Die vorliegende Arbeit zeigt, dass sich das Cuprizone-Tiermodell eignet, diese Prozes-
se zu untersuchen. Um Remyelinisierungsprozesse valide zu untersuchen, ist eine 
prädiktive, vollständige Demyelinisierung zuvor notwendig, welche durch Cuprizonepel-
lets nicht gewährleistet ist. 
4.4 Cuprizone als potentielles Toxin für den Menschen 
Auch wenn der exakte Wirkmechanismus von Cuprizone ungeklärt ist, sind Interaktio-
nen mit Kupfer und Auswirkungen auf Mitochondrien mit gestörter Zellatmung vielfach 
belegt.  
Da mitochondriale Dysfunktionen bei diversen Erkrankungen der Leber, Niere und neu-
rodegenerativen Erkrankungen nachweisbar sind (Chedid, Jao et al. 1980, Reddy and 
Reddy 2011), ist eine potentiell toxische Wirkung für den Menschen durch Cuprizone 
bislang nicht auszuschließen. Obgleich die Cuprizoneexposition bei nicht-
menschlichen Primaten, auch nach Erhöhung der Expositionsdauer und Dosis, keine 
Demyelinisierung auslöste (Chen, Chen et al. 2015), sind bislang keine Studien erfolgt, 
die diese Ergebnisse bestätigen. Mögliche Intoxikationsfolgen bei weiterer Dosiserhö-
hung, Fütterung über einen längeren Zeitraum oder Schäden, die sich erst einige Jahre 
nach Exposition manifestieren sind daher nicht zu vernachlässigen. Das mutmaßliche 
Risiko für Cuprizone-induzierte Erkrankungen beim Menschen sollte daher nicht unbe-
achtet bleiben. 	
Zur Minimierung dieses bislang nicht abzuschätzenden Risikos wurden bereits alterna-
tive Applikationsformen etabliert. Eine dieser Möglichkeiten ist das Auflösen von 
Cuprizone in destilliertem Wasser. Nachteilig ist jedoch die schlechte Löslichkeit der 
chemischen Verbindung und eine vergleichsweise lang erforderliche Verabreichungs-
dauer (bis zu neun Monaten) (Zatta et al. 2005). Die Verabreichung von Cuprizone-
enthaltender Nahrung/Flüssigkeit, zum Beispiel über Sonden (Zhen, Liu et al. 2017) 
kann die Verteilung von Cuprizone-haltigem Staub in Streu oder Fell ebenfalls effektiv 
reduzieren und ermöglicht eine exakte Kontrolle der täglich verabreichten Dosis. Dies 
erleichtert nicht nur die Reproduktion etwaiger Versuchsreihen, sondern erhöht auch 
die Validität und Kontrolle der hierdurch gewonnenen Erkenntnisse. Auch wenn auf 
den ersten Blick die Vorteile zu überwiegen scheinen, muss vor allem bedacht werden, 
dass diese Methode für die Versuchstiere belastend ist. Man nimmt an, dass Stress die 
Entstehung und den Krankheitsverlauf von MS maßgeblich beeinflusst (Karagkouni, 
Alevizos et al. 2013). Meknatkhah und Kollegen konnten diese These durch den 
Nachweis einer signifikant stärkeren Demyelinisierung bei psychisch und physisch ge-
stressten Tieren stützen (Meknatkhah, Sharif Dashti et al. 2018). Schwachpunkte die-
ser Methode sind demnach der zeitliche Aufwand, der Tierschutz und die mutmaßliche 
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Verzerrung von Studienergebnissen. Bei einer Pulverfütterung ist, wie die erhobenen 
Daten zeigen, bereits eine drei wöchige Fütterung ausreichend, um eine nahezu voll-
ständige Demyelinisierung nachzuweisen, ohne dass die Tiere unnötigem Stress aus-
gesetzt sind. Ebenso möglich ist die Verabreichung von Cuprizone in Form von indust-
riell hergestellten Pellets (Liu, Belkadi et al. 2010, Soundarapandian, Selvaraj et al. 
2011, Steelman, Thompson et al. 2012). Auch wenn für die meisten Forschungsarbei-
ten die pulverisierte Form des Toxins verwendet wurde, sind bereits Studien mit den 
genannten Cuprizone-enthaltenden Pellets veröffentlicht worden (Soundarapandian, 
Selvaraj et al. 2011, Steelman, Thompson et al. 2012, Bai, Sun et al. 2016, Tagge, 
O'Connor et al. 2016). Während Soundarapandian, Steelman und Kollegen durch eine 
Fütterung Cuprizone-enthaltender Pellets eine vollständige Demyelinisierung des CCs 
nachwiesen, berichteten andere Forschungsgruppen von differenten Ergebnissen 
(Hagemeyer, Boretius et al. 2012). 
Aufgrund der Variabilität von Cuprizone-induzierten Pathologien stand das Cuprizone-
Tiermodell immer wieder in der Kritik, kein geeignetes MS-Forschungsmodell zu sein. 
Aufgrund der unterschiedlichen Applikationsformen und teilweise unzureichenden/ feh-
lenden Angaben zum Intoxikationsprotokoll, vergleicht diese Studie die Auswirkungen 
der am häufigsten verwendeten Applikationsformen (Pulver vs. Pellet), um diese als 
mögliche Ursache für die genannte Variabilität nachzuweisen.  
Im direkten Vergleich zeigte sich bei der Fütterung von Cuprizonepulver eine deutlich 
konsistentere und somit reproduzierbarere Demyelinisierung, Mikrogliose und axonale 
Schädigung. Auch nach Dosiserhöhung auf nahezu das Doppelte (Pellets h.d.) waren 
die Pellets im Vergleich zu Cuprizonepulver, insbesondere in Bezug auf den Demyeli-
nisierungsgrad, weniger effektiv. Ob eine weitere Dosiserhöhung zu vergleichbarer 
Wirksamkeit führt, bleibt offen und ist in folgenden Studien zu klären. Gründe für die 
Effizienzunterschiede sind bislang unklar, jedoch werden Erklärungsansätze im Fol-
genden formuliert. 
4.5 Erklärungsansätze für den Wirkungsverlust von Cuprizonepellets 
Ursprünglich hielt man Cuprizone für eine empfindliche, instabile chemische Verbin-
dung. Einige Forschungsgruppen konnten diese Hypothese in Frage stellen. Die initial 
angenommene Wärmesensibilität von Cuprizone zum Beispiel (Groebe, Clarner et al. 
2009, Gudi, Gingele et al. 2014), konnten Heckers und Kollegen mit ihren Untersu-
chungsergebnissen in Frage stellen. Cuprizone konnte durch thermisches Erhitzen auf 
maximal 121°C nicht inaktiviert werden (Heckers, Held et al. 2017). Im direkten Ver-
gleich zeigten sich keine Unterschiede bezüglich Demyelinisierung und Gliaaktivierung. 
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Da das Ausmaß der Wärmeentwicklung bei der Produktion von Pellets bislang nicht 
untersucht wurde, ist dennoch eine Deaktivierung durch Erhitzen oberhalb der unter-
suchten Temperaturen möglich. Außerdem könnten andere Krafteinwirkungen wie zum 
Beispiel Druck die Effektivitätsminderung erklären. Ebenso war die Destruktion von 
Cuprizone durch Säureeinwirkung nicht möglich (Stubenrauch 2015),  sodass Cuprizo-
ne kontrovers zur ursprünglichen Annahme eine stabile chemische Verbindung zu sein 
scheint. Dass andere Faktoren die geringere Wirksamkeit von Pellets bedingen, wird 
durch eine toxikologische Untersuchung gestützt, die ergab, dass Cuprizone in Pellets 
aktiv und intakt war (Hagemeyer, Boretius et al. 2012).  
Es ist daher anzunehmen, dass die Wirkungsminderung von Pellets nicht ausnahmslos 
auf Inaktivierung bei der Herstellung aufgrund von Instabilität zurückzuführen ist. Mög-
lich wäre beispielsweise, dass Cuprizone als fein gemahlenes Pulver zusätzlich über 
die Haut und den Respirationstrakt in den Organismus der Versuchstiere gelangt und 
dadurch in der Wirksamkeit den Pellets überlegen ist.  
Einige Forscher stellten die Theorie auf, dass Cuprizone als freier Ligand in der Lage 
ist, physiologische Barrieren (Darmepithel, BHS oder die Zellmembran) zu überwinden, 
um seine toxische Wirkung innerhalb der Zelle (Oligodendrozyten) zu entfalten (Zatta, 
Raso et al. 2005, Benetti, Ventura et al. 2010). Möglicherweise ist der Verdauungstrakt 
der Versuchstiere nicht dazu in der Lage, die Pellets vollständig in seine Bestandteile 
aufzuspalten. Das enthaltende Cuprizone könnte nicht oder nur teilweise durch akti-
ven/passiven Transport, Endozytose oder Diffusion in die Zellen gelangen. Eine toxiko-
logische Studie, die intaktes Cuprizone in Exkrementen nach Pelletfütterung nach-
weist, könnte diese Theorie bestätigen. Dies könnte nicht nur eine Erklärung für die 
Wirkungsminderung liefern, sondern würde auch den angenommenen Vorteil von Pel-
lets (Schutz vor möglichen gesundheitlichen Risiken für den Menschen) entkräften. 
Denn bei der Käfigreinigung wären an Cuprizoneversuchen beteiligte Personen dem 
Toxin ähnlich ausgesetzt, wie bei der Cuprizonepulverintoxikation. 
Die Herstellung des Pulvers erfolgte täglich frisch, während zwischen industrieller Pel-
letherstellung und Verabreichung mindestens Wochen vergehen. Dass Cuprizone im 
Pellet möglichen Wechselwirkungen mit anderen chemischen Verbindungen stärker 
ausgesetzt ist, wie beispielsweise im Futter enthaltendem Kupfer, scheint naheliegend. 
Weitere Studien müssen folgen, um die Ursache der Wirkungsminderung von Pellets 
aufzuklären. 
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4.6 Einflussfaktoren Cuprizone-induzierter Pathologien 
Das Geschlecht stellt bei der MS eine entscheidende Variable in Bezug auf Prädisposi-
tion, Krankheitsverlauf und Häufigkeit dar. Frauen erkranken mit 60-75% deutlich häu-
figer an MS. Eine stärkere zelluläre und humorale Immunität macht Frauen zwar wi-
derstandsfähiger gegen Infektionen als Männer, jedoch anfälliger für Autoimmuner-
krankungen (Tan, Peeva et al. 2015). Dieser Sexualdimorphismus wird sowohl bei MS-
Erkrankten als auch in Tiermodellen deutlich. Convafreux und Kollegen konnten mit 
ihrer Studie bezüglich „geschlechtsspezifischer Steroidwirkung auf entzündliche Pro-
zesse der Erkrankung“ belegen, dass es insbesondere im dritten Trimenon einer 
Schwangerschaft zu einer deutlichen Reduktion der Schubrate kommt (Confavreux, 
Hutchinson et al. 1998). Diese Schwangerschaftsphase zeichnet sich durch hohe 
Plasmaspiegel an Östrogen und Progesteron und ein unterdrücktes Immunsystem zum 
Schutz des Fötus aus. In den letzten Jahren konnte nachgewiesen werden, dass der 
Einfluss von Sexualhormonen weit über die Auswirkungen auf immunologische Aspek-
te der Erkrankung hinausgeht – Oligodendrozyten (Khalaj, Yoon et al. 2013), Mikroglia 
(Wu, Tan et al. 2013) und Astrozyten (Johann and Beyer 2013, Spence, Wisdom et al. 
2013) werden ebenfalls beeinflusst. Auch wenn Taylor und Kollegen nach fünf wöchi-
ger Cuprizoneintoxikation eine vollständige Demyelinisierung des CCs beider Ge-
schlechter nachwiesen, wurde eine geringere Demyelinisierung weiblicher Mäuse nach 
drei Wochen und massive Veränderungen in Bezug auf die Ovulationsphasen beo-
bachtet (Taylor, Gilmore et al. 2010). Es erscheint daher sinnvoll, dass die meisten 
Forschungsarbeiten mit Cuprizone, ohne Fokus auf geschlechtsspezifische Unter-
schiede, an männlichen Mäusen durchgeführt werden, um hormonell bedingte, uner-
wünschte Einflüsse auszuschalten. Neben Geschlecht (Taylor, Gilmore et al. 2009), 
Sexualhormonen (Patel, Moore et al. 2013) und Gonosomen (Moore, Patel et al. 2013) 
konnten bereits Gewicht (Leopold, Schmitz et al. 2019), Expositionsdauer, Toxindosis 
(Hiremath, Saito et al. 1998) sowie psychischer und physischer Stress (Meknatkhah, 
Sharif Dashti et al. 2018) als entscheidende Faktoren für eine zuverlässige Cuprizone-
induzierte Demyelinisierung nachgewiesen werden. Diese Liste konnten im Rahmen 
dieser Forschungsarbeit um die Applikationsform erweitert werden. 
Die Überschneidung von histopathologischen Veränderungen aus dem autoimmunen 
und degenerativen Formenkreis, Beteiligung von Zellpopulationen mit protektiven wie 
destruktiven Einflüssen sowie bislang unzufrieden stellenden Therapiemöglichkeiten 
verdeutlichen die Komplexität der Erkrankung. Umso entscheidender für die Zukunft 
der MS-Forschung ist die Sicherstellung der Vergleichbarkeit von Forschungsergeb-
nissen, um folgerichtige Rückschlüsse ziehen zu können. Auf den in dieser Arbeit un-
tersuchten Aspekt „Applikationsform“ bezogen, bedeutet dies, dass ein standardisier-
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tes Fütterungsprotokoll notwendig ist. Die hier vorliegende Arbeit zeigt, dass eine 
Cuprizonepulverintoxikation zum aktuellen Zeitpunkt die effektivste und sicherste Me-
thode zur validen Untersuchung von MS-Pathologien mit dem Cuprizone-Modell ist. 
Zur Reduktion eines möglichen Gesundheitsrisikos für Personen, die mit dem Toxin 
arbeiten, sollte ein sorgfältiger Umgang mit dem Toxin, das Tragen von Masken und 
Handschuhen sowie das Vorhandensein von Abzügen zur Verhinderung von Inhalation 
und Hautkontakt selbstverständlich sein. 
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5 Zusammenfassung 
	
Eine Cuprizoneintoxikation führt bei Mäusen zu Demyelinisierung, Mikroglia- und Ast-
rozytenaktivierung sowie akuter axonaler Schädigung. Diese Veränderungen sind MS-
typische Pathologien, sodass sich das Cuprizone-Tiermodell zu einem wichtigen MS-
Forschungsmodell etabliert hat. 
Es bestehen verschiedene Möglichkeiten die Cuprizoneintoxikation herbeizuführen. 
Für die meisten Forschungsarbeiten wurde Cuprizone in Form von Pulver oder Pellets 
verwendet. Daher wurde im Rahmen dieser Studie untersucht, ob die Cuprizone-
Toxizität von diesen Applikationsformen abhängig ist. 
Hierfür wurden Gewebeproben von Versuchstieren nach Cuprizoneintoxikation mit 
0,25% Cuprizonepulver, 0,3% Cuprizonepellets (e.d.) und 0,4% Cuprizonepellets (h.d.) 
aufgearbeitet und in Bezug auf Demyelinisierung, Mikrogliaaktivierung, Astrozytose 
und axonalen Schaden verglichen.  
Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass die Applikationsform das Ausmaß bekann-
ter Cuprizone-induzierter Pathologien beeinflusst. Eine Intoxikation mittels Cuprizone-
pellets induziert eine geringere Demyelinisierung, Mikrogliaaktivierung und axonale 
Schädigung als eine Intoxikation mit Cuprizonepulver. 
Cuprizonepulver stellt demnach die Methode der Wahl dar, eine verlässliche und re-
produzierbare Demyelinisierung im CC von C57BL/JRj6-Mäusen zu induzieren. 
Inwieweit vermeidbare Faktoren für die Effektivitätsminderung von Cuprizone in Form 
von industriell hergestellten Pellets verantwortlich sind und warum sich das Ausmaß 
der Astrozytenaktivierung als einziger Parameter zwischen den Versuchsgruppen nicht 
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